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 Esta tese foi dividida em 3 capítulos distintos que possuem como fator comum 
o estresse por subjugação social repetida, um modelo de depressão também capaz 
de induzir hiperalgesia em camundongos. No primeiro capítulo relatamos que o 
exercício físico voluntário em roda de atividade é capaz de prevenir e reverter o 
comportamento do tipo depressivo de esquiva social e a dor induzidos pelo estresse 
por subjugação social repetida. Além disso, no primeiro capítulo demonstramos 
também que o exercício físico é mais eficiente em reverter estes sintomas do que o 
tratamento crônico com o antidepressivo fluoxetina, amplamente utilizado na clínica. 
No segundo capítulo desta tese relatamos que a dor induzida pelo estresse por 
subjugação social repetida é mediada pelas fibras nociceptivas do tipo C. Discutimos 
inclusive a estreita associação entre a fibromialgia, depressão e estresse social, 
propondo o uso do modelo de estresse por subjugação social repetida como um 
modelo animal de fibromialgia. Já no terceiro e último capítulo desta tese, relatamos 
que o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) atua nos neurônios espinhosos 
médios D2+ do núcleo accumbens para induzir os comportamentos do tipo depressivo 
após o estresse por subjugação social repetida.  
Depressão; estresse social; dor crônica; exercício; fibra-C; núcleo accumbens; 













This thesis was divided into 3 distinct chapters with social defeat stress as a common 
factor, an animal model of depression that can also induce hyperalgesia in mice. In the 
first chapter, we demonstrated that voluntary running wheel exercise can prevent and 
reverse the depressive-like behavior of social avoidance and hyperalgesia induced by 
social defeat stress. In addition, in the first chapter, we also demonstrated that physical 
exercise is more efficient in reversing these symptoms than chronic treatment with 
antidepressant fluoxetine, widely used in the clinic. In the second chapter of this thesis 
we demonstrate that the SDS-induced hyperalgesia is mediated by nociceptive C 
fibers. We also discussed the close association between fibromyalgia, depression and 
social stress, proposing the use of the social defeat stress model as an animal model 
of fibromyalgia. In the third and last chapter of this thesis, we demonstrate that the 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) acts on the middle spiny neurons D2+ of the 
nucleus accumbens to induce depressive behaviors after social defeat stress. 
Depression; social defeat stress; chronic pain; exercise; C-fiber; nucleus 
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                        Capítulo 1   
O exercício físico voluntário em roda de atividade 
previne e reverte a hiperalgesia persistente e o 
comportamento do tipo depressivo induzidos pelo 













Os transtornos depressivos maiores (TDM) e a dor crônica afetam uma parcela 
significativa da população mundial, gerando um grande ônus econômico para a saúde 
pública. Dada a alta prevalência dessas duas condições patológicas, não é surpresa 
que estudos epidemiológicos demonstrem significativa relação entre elas. Nesse 
contexto, o modelo de estresse por subjugação social (SDS – do inglês Social Defeat 
Stress) foi padronizado em camundongos e desencadeia comportamentos do tipo 
depressivo e hiperalgesia persistente. Com base especialmente em ensaios clínicos 
que demonstram um efeito preventivo e terapêutico eficaz do exercício físico na dor 
crônica e nos sintomas de TDM, o objetivo do presente capítulo foi investigar se o 
exercício voluntário em roda de atividade (RWE – do inglês Running Wheel Exercise) 
pode exercer efeitos preventivos e terapêuticos em camundongos submetidos ao 
SDS, utilizando o antidepressivo fluoxetina como controle positivo. Primeiro, 
avaliamos o efeito terapêutico do exercício físico na hiperalgesia (teste do limiar 
nociceptivo mecânico por von Frey eletrônico) e no comportamento do tipo depressivo 
de esquiva social (teste de interação social) induzidos pelo SDS. Para isso, os 
camundongos começaram a realizar RWE após terem sido submetidos ao SDS, em 
seguida foram submetidos a avaliações semanais do limiar nociceptivo mecânico e 
interação social. Em seguida, avaliamos o efeito preventivo do exercício físico. Para 
isso, os camundongos realizaram RWE antes e durante o SDS, em seguida foram 
submetidos a avaliações do limiar nociceptivo mecânico e interação social. Nossos 
resultados mostraram que RWE por 14 dias reverteu a hiperalgesia persistente 
induzida por SDS em camundongos suscetíveis e resilientes. Este efeito não foi 
observado em camundongos que receberam fluoxetina. Nossos resultados também 
mostraram que RWE por 28 dias, assim como o tratamento com fluoxetina, reverteram 
a esquiva social induzida por SDS. Além disso, o RWE foi eficaz na prevenção da 
hiperalgesia persistente e da esquiva social induzidos por SDS. Com base em nossos 
resultados, podemos concluir que o SDS induz hiperalgesia e esquiva social 
duradouras (crônicas). Além disso, sugerimos que o exercício físico pode ser 
considerado como uma intervenção clínica não farmacológica preventiva e terapêutica 






Major depressive disorders (MDD) and chronic pain (CP) affect significant 
portion of the world's population, generating a great economic burden on public health. 
Given the high prevalence of those both pathological conditions, it is not a surprise 
epidemiological studies showing great relationship between them. In this context, the 
social defeat stress (SDS) model was standardized in mice and trigger depressive-like 
behavior and chronic pain. Based especially on clinical trials showing an effective 
preventive and therapeutic effect of physical exercise on chronic pain and MDD 
symptoms, we aimed to investigate if the voluntary running wheel exercise (RWE) can 
exert preventive and therapeutic effects in mice submitted to the SDS, using 
antidepressant fluoxetine as positive control. We first evaluated the therapeutic effect 
of physical exercise on hyperalgesia (electronic von Frey test) and depressive-like 
behavior of social avoidance (social interaction test) induced by chronic SDS. For this, 
mice started performing RWE after submitted to the chronic SDS (10 days) followed 
by weekly assessment of the mechanical nociceptive threshold and social interaction. 
We next evaluated the preventive effect of physical exercise. For this, mice performed 
RWE before and during chronic SDS followed by assessment of the mechanical 
nociceptive threshold and social interaction. Our results showed that 14 days of RWE, 
but not fluoxetine, can reverse SDS-induced hyperalgesia in susceptible and resilient 
mice. Our results also showed that 28 days of RWE, as well as fluoxetine treatment, 
can reverse social avoidance-induced by SDS. In addition, RWE was effective 
preventing both hyperalgesia and social avoidance induced by SDS. Based on our 
results we can conclude that chronic SDS induce chronic pain regardless inducing 
social avoidance. In addition, we can also conclude that physical exercise should be 
considered as a preventive and therapeutic clinical intervention for chronic pain and 
















1.2.1. Definição de dor 
 Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP – do inglês 
International Association for the Study of Pain) a dor é uma experiência sensorial e 
emocional desagradável associada ou relacionada a lesão real ou potencial dos 
tecidos, sendo que cada indivíduo utiliza este termo – dor – em contextos específicos 
de acordo com suas experiências de vida. A dor também é comumente definida como 
a percepção de uma sensação nociceptiva. Dessa forma, em uma análise restrita, 
podemos dizer que o evento fisiológico que dá origem à experiência da dor é a 
ativação das vias nociceptivas, ou seja, vias sensoriais responsáveis pela detecção 
de estímulos nociceptivos de diferentes naturezas: mecânica, química e térmica 
(Ploner, Sorg e Gross, 2017). 
 A partir disso, nesse momento é importante conceituar nocicepção. De uma 
maneira simples, nocicepção é o processo neural de codificação de estímulos nocivos. 
Consequentemente, o processo subjacente à sensação dolorosa seria o estímulo 
nocivo produzindo um evento fisiológico, chamado de nocicepção, que se traduz em 
dor (Ploner, Sorg e Gross, 2017). 
 Em um aspecto mais amplo e congruente com o que se tem estabelecido 
atualmente, a dor pode ser definida como uma experiência complexa e subjetiva que 
inclui aspectos sensorial-discriminativos e afetivo-motivacionais (Treede et al., 1999). 
Enquanto o primeiro define localização, intensidade e qualidade da dor, o segundo se 
relaciona ao aspecto desagradável e subjetivo da dor e emoções dela decorrentes. 
 Com relação a esse componente subjetivo da dor, sem dúvida a observação 
mais impressionante e extensivamente estudada são os efeitos dos placebos com 
resposta analgésica. Esses efeitos são observados até mesmo em pacientes que 
relatam um alto nível de dor que, ao ingerir uma pílula de açúcar acreditando ser um 
analgésico poderoso (placebo), reportam completo alívio da sensação dolorosa 
(Wiech, 2016). Isso evidencia a grande complexidade da percepção dolorosa, a qual 
é dependente de uma série de fatores integrados pelo Sistema Nervoso Central (SNC) 
que podem determinar e alterar a percepção do estímulo nociceptivo. 
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 Esse processo integrativo do SNC é extremamente dinâmico, sendo ajustado 
continuamente às demandas do dia-a-dia. Por exemplo, o mesmo estímulo nocivo 
pode não gerar uma percepção dolorosa quando o indivíduo está em uma competição 
(durante um jogo de futebol, por exemplo) ou gerar uma sensação de intensa dor 
quando o indivíduo está em outro contexto (caminhando na rua, por exemplo). Com 
isso podemos dizer que há uma grande integração entre a informação sensorial 
nociceptiva e o contexto em que o indivíduo está inserido (Ploner et al., 2017). 
É importante estabelecer que a percepção da dor e, de uma forma geral, o 
sistema neural associado a dor, fazem parte de um repertório utilizado pelos animais 
(incluindo o ser humano) para ajudá-los a lidar com as adversidades durante o curso 
da vida. Isso se dá, pois a dor pode ser um indicador que um estímulo do ambiente 
(tanto externo quanto interno do organismo) está causando algo danoso, ou 
potencialmente danoso, para o indivíduo, podendo se constituir em ameaça à sua 
sobrevivência (Broom, 1998). Assim, a chamada dor fisiológica, caracterizada por 
manifestar-se agudamente diante da presença de estímulos nocivos, promove clara 
proteção à integridade do organismo (Broom, 1998). 
 Dessa forma há claramente um benefício evolutivo na dor e, presumivelmente, 
esses benefícios superam o custo biológico de se desenvolver, manter e utilizar esse 
sistema. Nesse contexto, o componente emocional da dor fornece uma motivação 
duradoura que habilita o indivíduo a melhor manter a integridade do tecido (Bateson, 
1991). Pode-se dizer então que, na dor crônica, a integração adaptativa entre os 
processos sensoriais e emocionais está extremamente perturbada (Ploner et al., 
2017), ou seja, a dor persiste por um longo tempo mesmo não havendo objetivamente 
uma ameaça ao indivíduo. Com isso, pode-se dizer que na dor crônica a sensação da 
dor se torna mais determinada por atributos afetivos do que por atributos 
especificamente nociceptivos (Larner, 2014).  
 De uma forma mais objetiva, a definição padrão de dor crônica (endossada pela 
IASP) a caracteriza como uma dor que persiste mesmo após o fim da fase de 
recuperação de uma lesão. Entretanto, essa definição é muito simplista e restrita, pois, 
como discute Apkarian et al. (2009), é muito difícil determinar o fim da fase de 
recuperação de uma lesão tecidual e, além disso, não há um senso comum do tempo 
transcorrido para se considerar uma dor como crônica. Para dor lombar, por exemplo, 
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o tempo usual para considerá-la crônica são 6 meses de persistência e, no entanto, 
para neuralgia pós-herpética o tempo usual são 3 meses (Apkarian et al., 2009). Esses 
critérios temporais estabelecidos são relativamente arbitrários e, embora apresentem 
relevância clínica, possuem pouca relação com os mecanismos associados com a 
cronificação da dor. 
 Outra definição de dor crônica, dessa vez endossada pela Classificação 
Internacional de Doenças (CID) da Organização Mundial de Saúde (OMS), a 
caracteriza como uma dor persistente ou recorrente que perdura por mais de 3 meses. 
Essa definição mais genérica, de acordo com a duração da dor, traz vantagens pois é 
clara e facilmente utilizável no âmbito clínico (Treede et al., 2015).  
 Embora haja nuances com relação à definição de dor crônica, é senso comum 
que ela seja uma condição patológica. Atualmente a dor crônica gera um imenso ônus 
econômico para a sociedade em diversos aspectos (Gaskin e Richard, 2012; Beswick 
e Piccininni, 2018) e afeta cerca de um quinto da população ocidental (Breivik et al., 
2006; Kennedy et al., 2014). No cenário brasileiro, por exemplo, há uma prevalência 
de 25,4% de dor lombar crônica em idosos (Meucci, Fassa e Xavier Faria, 2015). 
 Ainda nesse contexto da dor crônica, muito se discute na literatura sobre o que 
seria fundamental para a transição da sensação dolorosa aguda para crônica; 
processo chamado de cronificação da dor. Nesse contexto, Epping-Jordan et al. 
(1998) conceitualizam a transição de dor aguda para dor crônica como uma 
incapacidade de se adaptar, ou seja, um processo mal adaptativo do indivíduo.  
 Ainda que muitos grupos de pesquisa se dediquem atualmente a entender os 
processos biológicos associados à dor crônica, até o momento pode-se dizer que o 
mecanismo exato por trás da cronificação da dor permanece indefinido (Larner, 2014). 
Isso se dá porque o processo de cronificação é multifatorial (Turk e Wilson, 2010), 
tornando difícil estudar e identificar quais fatores são mais determinantes para um 
estado de dor crônica. Partindo disso, Mansour et al., (2014) propõem a dor crônica 
como consequência de mudanças plásticas nos circuitos neurais córtico-límbicos, 
caracterizando-se como uma dor que não extingue o seu traço de memória. 
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1.2.2. Aspectos fisiológicos e moleculares da dor 
 A dor usualmente se inicia com a ativação de células receptoras sensoriais, 
chamadas de nociceptores, em estruturas somáticas ou viscerais. Esses nociceptores 
podem produzir potenciais receptores a partir de estímulos distintos (mecânicos, 
térmicos e químicos) e transmitem a informação nociceptiva para o SNC (Gold e 
Gebhart, 2016). Existem nociceptores responsivos apenas a uma modalidade de 
estímulos e também aqueles ditos polimodais, responsivos a diferentes modalidades. 
O estudo detalhado dos mecanismos associados aos nociceptores é muito importante, 
uma vez que reduzindo ou bloqueando a sua atividade pode haver atenuação ou 
completo alívio da complexa experiência sensorial chamada de dor (Gold e Gebhart, 
2016). 
 Em uma definição mais detalhada, nociceptores são neurônios sensoriais 
primários com seus terminais localizados na pele, músculo, articulações e vísceras 
que seletivamente respondem a estímulos nocivos, ou potencialmente nocivos, ao 
tecido. Os nociceptores possuem terminação dendrítica não encapsulada, podendo 
apresentar dois tipos distintos: fibra C e fibra Aδ (Gold e Gebhart, 2016). As fibras Aδ 
são finamente mielinizadas, de médio diâmetro (2,0 a 6,0µm) e com velocidade de 
condução média entre 12 e 30 m/s. São responsáveis pela dor rápida e aguda após a 
estimulação nociva. As fibras C, não mielinizadas, são de pequeno diâmetro (0,4 a 
1,2µm) e com velocidade de condução menor (0,5 a 2 m/s). São responsáveis pela 
dor lenta e difusa (Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001). Levando em conta o critério 
funcional, as fibras Aδ respondem à estimulação mecânica, porém, podem ser 
ativadas pelo calor, enquanto as fibras do tipo C respondem tanto a estímulos térmicos 
quanto mecânicos e químicos, sendo estas os nociceptores polimodais supracitados.  
 Uma propriedade importante dos nociceptores é que eles podem ser 
sensibilizados, isto é, sua excitabilidade pode ser aumentada (Gold e Gebhart, 2016). 
Essa sensibilização se desenvolve tipicamente como uma consequência de um insulto 
(inflamação, por exemplo) ao tecido do organismo, sendo definida como uma redução 
no limiar de excitabilidade e, consequentemente, aumento da magnitude da resposta 
ao estímulo nocivo (Bessou e Perl, 1969). Com a sensibilização, um estímulo 
inicialmente inócuo pode se tornar efetivo em gerar atividade eletrofisiológica na fibra 
nociceptiva, resultando em dor.  
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 Essa atividade eletrofisiológica na fibra nociceptiva é a chamada 
despolarização da membrana. Dessa forma, a transdução de estímulos nociceptivos 
mecânicos, térmicos e químicos no sistema somatossensorial é iniciada pela 
despolarização da membrana da fibra, referida também como potencial gerador, que 
nesse caso também se denomina potencial receptor. Se o potencial gerador possui 
magnitude suficiente, ele gera um potencial de ação que será propagado até o 
terminal pré-sináptico, localizado no corno dorsal da substância cinzenta da medula 
espinal (Gold e Gebhart, 2016). Esse potencial de ação, quando no terminal pré-
sináptico, induz a liberação de neurotransmissores e neuromoduladores que atuarão 
nos neurônios de segunda ordem cujos corpos celulares se situam no corno dorsal da 
substância cinzenta da medula espinal. Dessa forma, mediadores químicos como 
aminoácidos excitatórios, neuropeptídeos, prostaglandinas (PGs), óxido nítrico (NO) 
e ATP podem atuar nos receptores pós-sinápticos localizados nesses neurônios de 
segunda ordem (Battaglia e Rustioni, 1988; Tracey et al., 1991; Ju et al., 1987; Smith 
et al., 1993; Millan, 1999). Assim sendo, a partir da estimulação dos neurônios de 
segunda ordem a informação nociceptiva ascende para as áreas supraespinhais do 
SNC através de vias neurais ascendentes específicas. 
1.2.3. Estruturas encefálicas associadas à dor 
 Retomando o conceito de nocicepção como um processo neural de codificação 
de estímulos nocivos, cabe salientar que nocicepção não é um termo sinônimo de dor. 
A percepção da dor, em toda a sua complexidade, depende de estruturas do SNC, 
principalmente do córtex cerebral (Legrain et al., 2011). Além de regiões corticais 
específicas, diversas estruturas subcorticais estão associadas com a dor, como por 
exemplo, o tálamo, núcleos da base, substância cinzenta periaquedutal e o sistema 
dopaminérgico mesolímbico que, por sua vez, será detalhado mais adiante (Davis e 
Moayedi, 2013). Isso evidencia a grande complexidade da experiência dolorosa, onde 
um estímulo potencialmente nocivo pode gerar atividade neural no cérebro sem 
necessariamente provocar percepção de dor (Hofbauer et al., 2004; Lee, Mouraux e 
Iannetti, 2009) e, por outro lado, a sensação dolorosa pode ocorrer mesmo sem um 




 Nas últimas décadas, um grande número de estudos buscou entender como o 
córtex cerebral processa os estímulos nocivos e, como consequência, como a 
experiência dolorosa emerge desse processamento. A partir desses estudos 
observou-se que uma grande variedade de estruturas corticais e subcorticais são 
capazes de responder a estímulos nocivos de diversas naturezas. Como, ao longo 
dos estudos, algumas estruturas corticais apareciam consistentemente associadas à 
percepção dolorosa, criou-se o conceito de matriz da dor.  
 A matriz da dor seria um conjunto de estruturas corticais que, de alguma 
maneira, participam da percepção consciente da dor. As principais estruturas 
pertencentes a essa rede neural são o córtex somatossensorial primário (S1) e 
secundário (S2), córtex cingulado e córtex da ínsula (Legrain et al., 2011). Em outras 
palavras, diz-se que um estímulo nociceptivo só é capaz de gerar a percepção 
consciente da dor ao provocar atividade dessa rede cortical chamada de matriz da 
dor. 
 Entretanto, o conceito atual dessa matriz sofreu algumas modificações. Numa 
discussão interessante sobre o assunto, Legrain et al. (2011) nos chama a atenção 
para o fato de que as estruturas cerebrais pertencentes à então chamada matriz da 
dor também se ativam frente a estímulos não nociceptivos. De fato, é sabido que as 
diferentes áreas do cérebro que constituem a “matriz da dor”, como S2, ínsula e córtex 
cingulado anterior, podem ser ativadas por vários tipos de estímulos sensoriais e 
padrões cognitivos (Legrain et al., 2011). A partir disso, e de outras reflexões, os 
autores utilizam o termo matriz de saliência ao invés de matriz da dor.  
 A saliência de um determinado estímulo é definida como sua capacidade de se 
destacar em relação aos estímulos vizinhos, ou seja, pode-se dizer que um estímulo 
nociceptivo também é um estímulo saliente. Assim sendo, a saliência de um estímulo 
é determinada em quanto esse estímulo se contrasta com os estímulos que o cerca 
(Legrain et al., 2011). Além disso, a saliência também é determinada de acordo com 
o contexto atual e os contextos passados (memória) do indivíduo (Legrain et al., 2011).  
 Essa complexidade relacionada à saliência é refletida na complexidade 
associada à percepção da dor que, como dito, se origina a partir de um estímulo 
saliente (nociceptivo). De fato, estímulos, pensamentos e tarefas que exigem atenção 
podem alterar o processamento do estímulo nociceptivo e, consequentemente, alterar 
a qualidade da saliência da dor (Kucyi e Davis, 2015). Dessa forma, dor e atenção 
estão a todo momento se influenciando mutuamente.  
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 Nesse contexto, entender a dinâmica atencional na dor crônica, por exemplo, 
pode fornecer um novo caminho para caracterizar e possivelmente tratar esse tipo de 
dor. Como esperado, já foram constatadas anormalidades estruturais em regiões 
corticais pertencentes à matriz de saliência em pacientes com dor crônica (May, 2011; 
Davis e Moayedi, 2013). Além disso, há uma gama de evidências mostrando que 
redes neurais responsáveis pelas flutuações atencionais e pela sensação dolorosa 
estão perturbadas em condições de dor crônica (Kucyi e Davis, 2015). 
1.2.4. Estudando dor em modelo animal 
 Desde o famoso trabalho de Darwin (1872), em que ele afirma que animais não 
humanos são capazes de expressar emoção, muito se tem estudado sobre a 
percepção da dor e sua expressão emocional nos animais em geral. Como definição, 
há alguns critérios que, se estiverem presentes, permitem inferir que o animal é capaz 
de sentir dor. Os critérios são: possuir nociceptores, vias que partem dos receptores 
e se direcionam para o encéfalo, estruturas encefálicas que processam dor análogas 
às do córtex humano, um sistema opioidérgico endógeno e, por fim, diminuição de 
comportamentos e reações fisiológicas associados com a dor diante da administração 
de analgésicos (Sneddon et al., 2014). De acordo com esses critérios, roedores 
podem ser capazes de sentir dor, ou algo parecido com isso. No entanto, uma vez que 
sensação e percepção sensorial são fenômenos estritamente subjetivos, deve-se ter 
cautela em assumir que animais sentem dor, em toda sua complexidade, como os 
humanos.  
 Assim sendo, a partir dessa definição é importante ressaltar que a nocicepção, 
e sua consequente resposta comportamental, são habilidades básicas na escala 
filogenética. Até mesmo bactérias conseguem reconhecer estímulos nocivos no 
ambiente e realizar um comportamento evitando permanecer na presença deste 
estímulo (Berg, 1975). Já a dor, por sua vez, deve ser entendida como uma 
experiência subjetiva de angústia, desespero e outros estados afetivos negativos, 
exigindo, portanto, um sistema cerebral desenvolvido para servir de substrato a esses 
estados emocionais. Dessa forma, um grande desafio para os modelos animais de 
estudos da dor seria avaliar uma experiência subjetiva através de comportamentos 
objetivos, valendo-se de uma metodologia reprodutível e confiável. 
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 Em um estudo interessante, por exemplo, Langford et al. (2010), partindo da 
premissa de que mamíferos não humanos (incluindo roedores) exibem expressões 
faciais para diversos estados emocionais, desenvolveram uma escala baseada em 
diferentes expressões faciais para medir, em tempo real, a intensidade de dor que o 
roedor experimenta. Entretanto, os modelos clássicos de estudos da dor aguda 
envolvem aplicar um estímulo aversivo (térmico, mecânico, elétrico ou químico) em 
uma parte do corpo (normalmente pata, cauda ou abdômen), levando a uma retirada 
do membro ou a um comportamento de fácil medição (Mogil, 2009). Importante 
salientar que muitos desses testes de dor aguda são também importantes para 
estudos relacionados à dor crônica, uma vez que eles utilizam estímulos que podem 
avaliar hipersensibilidade. 
 Exemplos de testes de dor baseados em respostas comportamentais de 
retirada de um membro do animal são o teste do von Frey, Randall-Selitto, retirada da 
cauda e da capsaicina. Os três primeiros exemplos são baseados em aplicar uma 
força crescente na pata (no caso do teste do von Frey e Randall-Selitto) ou na cauda 
(no caso do teste de retirada da cauda) até a retirada do membro, ou seja, sabendo a 
força aplicada no momento da retirada pode-se inferir o limiar de dor do animal; dessa 
forma, quanto menor a pressão suportada pelo animal até a retirada, mais sensível à 
dor o animal está. No quarto teste mencionado, observa-se a retirada da pata após a 
injeção de capsaicina, uma substância extraída da pimenta; nesse caso pode-se medir 
a sensibilidade à dor contando o número de vezes que o animal levanta a pata, num 
movimento que termina em um leve tremor no membro (ato motor chamado de flinch), 
ou seja, quanto mais flinchs o animal apresentar maior será sua sensibilidade à dor.  
1.2.5. Definição de depressão 
 Transtornos depressivos afetam uma porção significativa da população 
mundial, aproximadamente 4,5% (OMS). Nos Estados Unidos, por exemplo, 16% dos 
indivíduos irão apresentar um episódio depressivo uma vez na vida (Kessler et al., 
2003) e cerca de 7% da população mundial irão apresentar pelo menos um episódio 
depressivo durante a vida (Kessler et al., 2005; Vuorilehto, Melartin e Isometsä, 2005). 
No Brasil, a prevalência da doença se aproxima de 6%, número que, por estar acima 
da prevalência mundial, deveria preocupar as autoridades de saúde (OMS). Além 
disso, de acordo com a OMS, os transtornos depressivos são a principal causa de 
33 
 
incapacidade no mundo; o que evidencia também a relevância econômica associada 
à depressão, uma vez que gera um grande número de indivíduos improdutivos e um 
grande ônus para a saúde pública.  
 Para abordagens clínicas, os TDM são comumente diagnosticados através dos 
critérios estabelecidos pelo Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais 
(DSM-V, 2013). A partir desse manual, para o indivíduo ser diagnosticado com 
transtorno depressivo deve apresentar pelos menos cinco dos nove sintomas 
associados com depressão, sendo pelo menos um desses cinco sintomas humor 
deprimido ou anedonia. Os outros sintomas descritos pelo manual são: problemas 
psicomotores (agitação, lentidão de raciocínio, retardo psicomotor), distúrbios do 
sono, sensação de inutilidade, perda de peso ou de apetite, ideias de morte e suicídio, 
fadiga ou perda de energia e, por fim, dificuldade de se concentrar (para revisão ver 
Bentley et al., 2014; Uher et al., 2014). Importante salientar que tais sintomas geram 
um prejuízo social, ocupacional e a outros aspectos importantes do dia-a-dia do 
indivíduo. 
 No que se refere à anedonia, há muito ela vem sendo considerada como um 
aspecto central e decisivo para o diagnóstico da depressão (Feighner, 1972). O DSM-
V (2013) define anedonia como interesse ou prazer diminuídos em relação a um 
estímulo que previamente era considerado prazeroso. Dessa forma, a falha do 
indivíduo em responder a uma recompensa de forma antecipada fornece uma 
explicação cognitiva para esse sintoma central da depressão (Willner et al., 2013). 
 De forma geral, a depressão é caracterizada como profunda visão negativa do 
mundo, de si próprio e do futuro. Essa visão negativa generalizada gera um viés 
negativo no foco atencional, na interpretação e na memória (Mathews e MacLeod, 
2005). De fato, estudos focados em entender os processos cognitivos da depressão 
reportaram aumento na elaboração de informações negativas, dificuldades em se 
libertar de pensamentos negativos e deficiências em controle cognitivo ao processar 
informação negativa; isso, a propósito, explica o porquê indivíduos com depressão 
experimentam diversos pensamentos negativos automáticos e uma ruminação 
patológica desses pensamentos (Gotlib e Joormann, 2010).  
 A partir disso, é importante observar que a sintomatologia da depressão 
evidencia a seriedade com que o assunto deve ser tratado, uma vez que ela influencia 
significativamente a qualidade de vida do indivíduo. Além disso, é fundamental 
considerarmos a heterogeneidade dos transtornos depressivos uma vez que, de 
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acordo com os critérios do DSM-V (2013), é possível que dois indivíduos 
diagnosticados com transtorno depressivo compartilhem apenas um único sintoma da 
doença. Isso sem dúvida é um fator crítico para a elucidação dos aspectos fisiológicos 
e moleculares associados à depressão.  
1.2.6. Aspectos fisiológicos e moleculares da depressão 
 O aumento do foco atencional em questões negativas e a diminuição do foco 
em questões positivas são centrais nas pesquisas atuais relacionada à neurobiologia 
da depressão; isso porque elas são acessadas pelas duas principais metodologias de 
estudo do comportamento depressivo: neuroimagem funcional e modelos animais 
(Willner et al., 2013). Mesmo com tantos estudos, há mais de meio século criou-se a 
hipótese monoaminérgica para explicar o comportamento depressivo e, curiosamente, 
ela é até hoje uma das poucas hipóteses significativas que explicam os mecanismos 
associados ao transtorno depressivo. Além disso, essa hipótese forneceu a única 
estrutura teórica contundente para o desenvolvimento de medicamentos 
antidepressivos (Willner et al., 2013). 
 A hipótese monoaminérgica diz que a depressão resulta de uma diminuição da 
quantidade de monoaminas no encéfalo e que os antidepressivos atuam para 
restabelecer os níveis normais dessas substâncias. Dessa forma, é interessante notar 
que a hipótese monoaminérgica propõem um mecanismo único que explica tanto a 
depressão quanto a ação dos antidepressivos. A partir disso, as terapias 
farmacológicas para o tratamento da depressão focaram em aumentar as 
concentrações no cérebro de monoaminas: norepinefrina, serotonina e dopamina 
(Goldberg et al., 2014), principalmente através da inibição de sua recaptação 
sináptica. Entretanto, é importante ressaltar que há muitas diferenças entre a 
neurobiologia da depressão e a ação de antidepressivos e que, além disso, a ação de 
antidepressivos não pode ser descrita como normalizadora de processos que estão 
disfuncionais no cérebro do indivíduo com depressão.  
 De fato, os antidepressivos não normalizam a atividade cerebral: humor e 
comportamento podem ser normalizados com antidepressivos, mas um cérebro 
tratado com antidepressivo está em um estado diferente de um cérebro normal, de um 
indivíduo sem depressão (Willner et al., 2013). Isto se dá, pois, o antidepressivo atua 
no cérebro como um todo, ou seja, todas as sinapses serotoninérgicas, por exemplo, 
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terão serotonina por mais tempo em indivíduos que utilizam antidepressivos inibidores 
da recaptação de serotonina do que em indivíduos que não utilizam este 
medicamento. 
Partindo desse princípio, há um crescente consenso que a deficiência na 
transmissão monoaminérgica seria insuficiente para explicar a etiologia dos 
transtornos depressivos e que, além disso, os antidepressivos utilizados atualmente 
estariam indiretamente modulando os sistemas de outros neurotransmissores que 
teriam um papel mais determinante na depressão (Luscher et al., 2011). Essa 
conclusão também é suportada pelo tempo requerido para a ação terapêutica de 
antidepressivos inibidores da recaptação de monoaminas (algumas semanas), 
mesmo havendo um rápido aumento da disponibilidade sináptica dessas moléculas 
por esses tratamentos (Duman, 1997). 
 Dessa forma, uma hipótese mais recente sugere que os transtornos 
depressivos representam transtornos de estresse. Nesse sentido, já está bem 
estabelecido que o estresse, principalmente de natureza social, é o fator mais 
determinante para desencadear episódios de transtornos depressivos (Kendler et al., 
1999; Gold e Chrousos, 2002; Slavich e Irwin, 2014; Saleh et al., 2017). Isto se dá 
uma vez que há uma disfunção no eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) em 
pacientes com depressão (Hatzinger, 2000; Holsboer, 2001). Além disso, 
polimorfismos no gene do receptor do hormônio liberador de corticotrofina (CRH – do 
inglês Corticotropin-releasing hormone) estão associados com transtorno depressivos 
(Binder e Nemeroff, 2010). Finalmente, a administração de hormônios relacionados 
ao estresse pode produzir comportamentos do tipo depressivo em roedores, sendo 
que tais comportamentos podem ser revertidos com o tratamento com antidepressivos 
(Dranovsky e Hen, 2006; Warner-Schmidt e Duman, 2006). 
 Uma extensão dessa hipótese do estresse avança dizendo que os transtornos 
depressivos seriam causados pelo suporte neurotrófico inadequado e uma 
consequente disfunção na plasticidade neural (Duman e Monteggia, 2006; Pittenger e 
Duman, 2008). Um dos mais estudados fatores neurotróficos é o fator neurotrófico 
derivado do cérebro (BDNF – do inglês Brain Derived Neurotrophic Factor) que, como 
esperado, possui íntima relação com transtornos depressivos. Essa relação é 
revelada pela redução na expressão de BDNF em diversas estruturas do SNC 
(principalmente hipocampo e córtex pré-frontal) e aumento na expressão de BDNF no 
chamado sistema dopaminérgico mesolímbico, como será abordado adiante em mais 
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detalhes. Além disso, é sabido que o BDNF é capaz de potencializar a neurogênese 
hipocampal, mecanismo que tem sido estabelecido como o substrato celular da 
maioria, se não todas, as terapias antidepressivas (Luscher et al., 2011; Wei et al., 
2015). 
 É interessante citar que estresse e tratamento com antidepressivos exercem 
ações opostas na expressão de fatores neurotróficos em regiões associadas ao 
sistema límbico (Duman e Monteggia, 2006). De fato, em contraste ao estresse, o 
tratamento com diferentes classes de antidepressivos aumenta a expressão de BDNF 
no hipocampo e no córtex pré-frontal (PFC, na sigla em inglês) (Castrén e Rantamäki, 
2010). Além disso, já foram demonstrados baixos níveis de BDNF sérico em pacientes 
com depressão, sendo que o tratamento com antidepressivo reverte o BDNF séricos 
níveis normais; isso inclusive sugere o uso do BDNF como um marcador biológico 
para a resposta ao tratamento dos transtornos depressivos (Bocchio-Chiavetto et al., 
2010; Sen et al., 2008). 
 Outra hipótese para explicar a neurobiologia por trás da depressão é a hipótese 
gabaérgica, relacionada ao principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso: 
o ácido gama-aminobutírico (GABA, – do inglês gamma-Aminobutyric acid). Ela vem 
ganhando bastante destaque na literatura e postula que a grande causa dos 
transtornos depressivos seriam déficits na transmissão gabaérgica induzidos por 
fatores genéticos, epigenéticos ou ambientais (estresse, por exemplo) (Luscher et al., 
2011). Como argumentação, os defensores dessa hipótese discutem que há um 
abundante corpo de evidências mostrando o importante papel do sistema gabaérgico 
no controle cerebral do estresse (grande fator desencadeador de transtorno 
depressivo) exercido pelo GABA. Além disso, algumas evidências clínicas sugerem 
que as drogas antidepressivas mais utilizadas atualmente, que agem inibindo a 
recaptação de monoaminas, podem atuar restabelecendo os déficits de GABA em um 
indivíduo com depressão. Por fim, um importante argumento para essa hipótese 
gabaérgica seria a observação de que o GABA possui um importante papel no controle 
da neurogênese hipocampal e maturação neural (Luscheret al., 2011). 
 Por fim, alguns autores estão discutindo atualmente uma possível hipótese 
neuroimune para explicar o estabelecimento de transtornos depressivos maiores. 
Estes autores hipotetizam que células mielóides periféricas ou citocinas inflamatórias 
poderiam se difundir para o encéfalo de indivíduos estressados como resultado de um 
dano neurovascular induzido pelo estresse, o qual estaria gerando um aumento da 
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permeabilidade da barreira hematoencefálica (Esposito et al., 2001; Hodes et al., 
2015; Sharma e Dey, 1981; Weber et al., 2017; Wohleb et al., 2013). Nesse contexto, 
inclusive, Menard et al. (2017) identificaram a associação da proteína de junção 
celular endotelial Claudin-5 (Cldn-5) com essa lesão neurovascular, isto é, a proteína 
Cldn-5 é importante para a preservação da integridade da junção endotelial, estando 
sua expressão diminuída em indivíduos com depressão. 
 Vale ressaltar que todas as hipóteses para explicar a depressão não são 
excludentes entre si, mas podem se complementar. Além disso, é notório que em 
todas essas o estresse parece ser um dos fatores mais determinantes. Importante 
definir nesse momento que o termo estresse, em sua essência, envolve um agente 
estressor e uma resposta de estresse. O agente estressor é um estímulo ambiental 
(externo ou interno) capaz de desencadear a resposta de estresse que, por sua vez, 
são as alterações fisiológicas associadas (e.g. aumento da frequência cardíaca e 
respiratória, sudorese etc.). 
Muito comumente utilizamos a palavra "estresse" em nosso discurso diário, 
mesmo ela sendo associada com experiências de valências diferentes, muitas vezes 
ambíguas, no decorrer da vida. De fato, o estresse muitas vezes pode ser considerado 
benéfico para o indivíduo e, em outras circunstâncias, pode também ter uma valência 
negativa e, até mesmo, traumática. A definição mais popular de estresse destaca os 
desafios agudos vivenciados pelo indivíduo durante o curso da vida, como as 
respostas de luta e fuga frente a uma situação de perigo e, nesse contexto, destacam-
se também apenas dois mediadores químicos que estariam envolvidos nessa 
resposta: adrenalina e cortisol (McEwen, 2017). Entretanto, o estresse é muito mais 
complexo do que uma simples resposta aguda do organismo frente a uma situação 
desafiadora; principalmente na sociedade humana moderna, o estresse passou a ter 
um viés crônico e uma neurobiologia particular. 
 Na tentativa de atualizar a definição de estresse, o Conselho Científico Nacional 
sobre a Criança em Desenvolvimento dos EUA (Center on the Developing Child, 2007) 
propôs uma definição simples em três níveis de experiência de estresse, as quais 
levam a resultados fisiológicos diferentes no organismo. Os três tipos são: estresse 
positivo, estresse tolerável e estresse tóxico. No decorrer da vida podemos vivenciar 
todos esses tipos de estresse, em quantidade e intensidade variadas. Sendo que 
durante a infância é fundamental vivenciarmos o estresse positivo e, no caso do 
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estresse tolerável e tóxico, é fundamental a existência de relações que ajudem o 
indivíduo a superar a experiência estressante (Center on the Developing Child, 2007).  
 O estresse positivo está associado com respostas fisiológicas moderadas e de 
curta duração como, por exemplo, aumentos breves na frequência cardíaca e pressão 
arterial ou breves elevações nas concentrações sanguíneas de cortisol e citocinas. 
Esse tipo de estresse é extremamente importante, sendo um aspecto necessário para 
o desenvolvimento saudável do indivíduo. Um exemplo de uma situação estressante 
positiva seria conhecer novas pessoas e lidar com situações frustrantes, ou seja, 
momentos em que há uma reação fisiológica aguda de estresse, mas que são 
fundamentais para a sobrevivência e o bem-estar do indivíduo. Dessa forma, o 
estresse positivo se refere à experiência de encarar um desafio, assumir um risco e 
se sentir recompensado pelo resultado positivo que possa derivar desse 
comportamento (Center on the Developing Child, 2007; McEwen, 2017). 
 O estresse tolerável está associado com eventos da vida que possam 
desencadear respostas fisiológicas intensas o suficiente para alterar funcionalmente 
e mesmo estruturalmente o encéfalo. Porém, neste caso, por definição o indivíduo 
consegue lidar com a situação estressante, por exemplo, através de relações sociais 
saudáveis, restaurando a normalidade das respostas fisiológicas (por exemplo, 
frequência cardíaca e os níveis de hormônios do estresse). Um exemplo desse tipo 
de estresse seria a morte de um ente querido, divórcio dos pais, desastre natural, etc. 
Dessa forma, o estresse tolerável se refere àquelas situações em que acontecem 
experiências negativas, mas que, no entanto, um indivíduo com o cérebro saudável 
está apto a lidar com tais experiências. O retorno aos níveis basais dos hormônios 
associados ao estresse oferece ao cérebro do indivíduo uma oportunidade de se 
recuperar dos seus efeitos potencialmente danosos, promovendo uma maior 
capacidade de lidar com essas situações em outras ocasiões (Center on the 
Developing Child, 2007; McEwen, 2017). 
 O terceiro e mais ameaçador tipo de experiência estressante é o estresse 
tóxico. Esse tipo de estresse está associado com ativação prolongada e contundente 
do sistema de resposta ao estresse de nosso corpo, ou seja, um tipo de estresse 
extremamente intenso e muitas vezes crônico. Como exemplos seriam abuso sexual, 
violência, eventos adversos acontecidos na infância, etc. Sob tais circunstâncias, o 
contínuo nível elevado de hormônios do estresse e níveis alterados de 
neurotransmissores chaves no cérebro produzem um estado fisiológico interno que 
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altera funções neurais, principalmente se for um sistema nervoso ainda em 
desenvolvimento (em crianças, por exemplo). Dessa forma, mesmo cada indivíduo 
lidando diferentemente com as experiências estressantes, essas reações fisiológicas 
podem levar a dificuldades no aprendizado e na memorização, bem como 
comportamentos prejudiciais à saúde. Entre essas reações fisiológicas, por exemplo, 
estão as perturbações no sistema imune e na regulação do metabolismo. Além disso, 
estudos já mostraram que o estresse tóxico na infância pode resultar em maior 
suscetibilidade para doenças crônicas (hipertensão, obesidade, diabetes, etc.) bem 
como transtornos mentais (depressão, ansiedade e drogadição) (McEwen, 2017). 
 Assim sendo, de um modo geral podemos dizer que o estresse positivo está 
associado com agentes estressores agudos do nosso dia a dia, desencadeando 
reações fisiológicas também agudas, essenciais para a adaptação do organismo ao 
ambiente. Por outro lado, o estresse tolerável e tóxico estão associados a estressores 
crônicos, ou seja, que persistem por tempo suficiente para desencadear reações 
fisiológicas também crônicas. Tais reações fisiológicas crônicas geram modificações 
mal adaptativas no organismo que podem se manifestar em algum transtorno 
associado ao estresse, como depressão e ansiedade.  
 Dentre as respostas fisiológicas associadas ao estresse destaca-se a ativação 
do sistema neuroendócrino do eixo HPA. Nesse sistema, o CRH é liberado a partir do 
núcleo paraventricular do hipotálamo e, em sua ação, estimula a glândula pituitária 
(também conhecida como hipófise) a produzir e liberar o hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH, do inglês Adrenocorticotropic hormone) que, por sua vez, 
estimula a liberação no sangue de glicocorticóides (cortisol em humanos e 
corticosterona em roedores) pelo córtex da glândula adrenal. Esses glicocorticóides 
agem em feedback negativo na glândula pituitária e no hipotálamo, limitando a 
ativação do eixo HPA (De Kloet et al., 2005; Holsboer e Ising, 2010; Willner et al., 
2013). Nesse processo, um estímulo avaliado pelo sistema nervoso como ameaçador 
promove ativação neural de estruturas associadas à reação de estresse, como por 
exemplo, a amígdala, núcleo neuronal localizado no lobo temporal. A amígdala, por 
sua vez, consegue exercer um controle excitatório sobre o hipotálamo, estimulando o 
eixo HPA. Num contexto de estresse crônico, o eixo HPA pode ser ativado 
continuamente pela amígdala, com a resultante manutenção de altos níveis de cortisol 
circulante (Duvarci e Pare, 2007; Willner et al., 2013). 
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 Contrariamente à atividade da amígdala, o hipocampo consegue exercer um 
controle inibitório no eixo HPA. O próprio cortisol estimula o hipocampo de forma a 
exercer um feedback negativo no eixo. Esse mecanismo de controle é fundamental 
para limitar a atividade do eixo HPA, uma vez que, sem esse controle, o feedback 
positivo exercido pela amígdala poderia descontrolar todo o sistema (Jacobson e 
Sapolsky, 1991; Swaab et al., 2005; Belzung e Villemeur, 2010). Além disso, o PFC e 
o córtex pré-límbico também podem exercer um controle de feedback negativo 
descendente, (Willner, Scheel-Krüger e Belzung, 2013); dessa maneira, a ativação 
dessas áreas através da autorregularão emocional também pode intensificar o 
controle do eixo HPA.   
1.2.7. Estruturas encefálicas associadas à depressão 
 A partir do que foi exposto até aqui, é possível perceber que o estado deprimido 
deriva de um conjunto de emoções e comportamentos que, a nível encefálico, 
dependem de uma complexa interconexão neuronal. Dessa forma, não é de se 
espantar que diversas áreas do encéfalo estejam associadas à depressão ou, por 
melhor dizer, estejam em um estado fisiológico alterado no indivíduo com depressão 
quando comparadas a um indivíduo saudável.  
 De fato, diversas estruturas do PFC e do sistema límbico – e seus circuitos 
interconectados – já foram associadas com depressão e a ação de antidepressivos. 
Entre as principais estruturas desses sistemas interconectados estão o PFC 
ventromedial, PFC orbital lateral, PFC dorsolateral, córtex cingulado anterior, estriado 
ventral (que inclui o núcleo accumbens), amígdala e o hipocampo (Gilbertson et al., 
2010; Berton e Nestler, 2006; Chiriţă et al., 2015). Tais estruturas estão associadas 
com a regulação do aprendizado, memória contextual, funções executivas, emoção e 
recompensa, ou seja, processos que possuem extrema relevância no contexto da 
depressão. 
 Estudos de neuroimagem já demonstraram uma redução do volume de 
estruturas límbicas, entre elas hipocampo e PFC, em indivíduos com depressão 
(Drevets et al., 2008; MacQueen et al., 2008). Entretanto, a anormalidade volumétrica 
associada à depressão mais proeminente é a redução da substância cinzenta do 
córtex cingulado anterior (ACC – do inglês Anterior Cingulate Cortex) esquerdo 
(Botteron et al., 2002), região dita como motora emocional, ou seja, é responsável 
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pelas expressões emocionais do indivíduo. Além disso, estudos post-mortem 
reportaram redução no tamanho dos neurônios e no número de células gliais no 
hipocampo em indivíduos com transtornos depressivos (Drevets et al., 2008; Duman 
e Li, 2012). 
 A partir do que foi exposto acima, é possível compreender por que a depressão 
tem sido conceituada como um transtorno que resulta de interações anormais entre 
regiões cerebrais que regulam emoção e funções cognitivas. De fato, em um estudo 
pioneiro Korgaonkar et al. (2014) demonstraram, utilizando uma técnica que analisa 
os conectomas do cérebro através de imagem (DTI, diffusion tensor 
imagingtechnique), a diminuição de conectividade entre duas redes neurais distintas 
do cérebro de indivíduos com transtorno depressivo: a primeira envolve regiões da 
chamada default mode network (rede neural em modo padrão - uma rede de estruturas 
associadas à atividade auto-referencial do cérebro durante o repouso) e a segunda 
compreende o PFC, tálamo e corpo estriado, regiões que são centrais em processos 
emocionais e cognitivos (Korgaonkar et al., 2014).   
1.2.8. Estudando depressão em modelo animal 
 Mimetizar complexos transtornos psiquiátricos em modelos animais é um 
desafio muito grande. O desafio se dá desde a indução do comportamento associado 
à condição até à avaliação de tal comportamento. A partir disso, é importante destacar 
que, devido ao importante aspecto emocional e cognitivo da depressão discutido 
anteriormente, diz-se que os modelos animais de depressão induzem um 
comportamento do tipo depressivo, e não comportamento depressivo ou depressão 
propriamente ditos. Isso se dá, pois é impossível avaliar no animal todos os aspectos 
de um transtorno depressivo, às vezes por falta de um teste comportamental 
apropriado ou simplesmente pela impossibilidade de se avaliar em animais fenômenos 
mentais humanos complexos como ideação suicida, por exemplo, que figura como um 
dos sintomas da depressão (Chiriţă et al., 2015). 
 Baseado no que já mencionamos sobre o estresse ser fundamental para o 
estabelecimento da depressão, não é de se espantar que a maioria dos modelos 
experimentais indutores de comportamento do tipo depressivo em animais utiliza 
alguma forma de estresse (Conti et al., 2002). Um destes modelos é o do estresse 
moderado crônico imprevisível. Nesse modelo, os roedores são expostos a uma série 
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de estímulos estressantes apresentados randomicamente durante várias semanas. 
Entre os estímulos estressantes estão: privação periódica de água e/ou ração, 
exposição a temperaturas muito baixas, contenção física, inversão do ciclo 
claro/escuro, entre outros. Como resultado, o animal passa a exibir um 
comportamento do tipo depressivo, chamado de desamparo aprendido, que pode ser 
revertido com a administração de drogas antidepressivas (Pollak et al., 2010). 
Entretanto, tem sido levantados questionamentos quanto à reprodutibilidade desses 
resultados comportamentais, muito devido à grande variabilidade de protocolos, o que 
diminuiu a confiança no modelo (Pollak et al., 2010).  Em outro modelo para indução 
de comportamento do tipo depressivo em roedores os animais são submetidos a 
sessões de choques elétricos repetidos, altamente estressantes, que geram um déficit 
no comportamento de esquiva e/ou fuga ao estímulo aversivo, comportamento 
tipicamente considerado do tipo depressivo. A principal crítica a este modelo é que a 
maioria dos comportamentos relacionados à depressão não persistem após alguns 
dias da cessação dos estímulos elétricos (Conti et al., 2002).   
 Esses modelos de depressão em roedores comumente utilizam testes 
inespecíficos para avaliar comportamentos ditos do tipo depressivos, como anedonia 
e comportamento de desespero por exemplo. Um dos testes mais relatados na 
literatura para avaliar comportamento do tipo depressivo é o teste do nado forçado, 
um teste rápido e simples que tem sido utilizado desde os anos 1970 para selecionar 
moléculas com potencial ação antidepressiva (Chiriţă et al., 2015).  Nesse teste, os 
roedores são colocados em um cilindro com água, de onde eles não são capazes de 
escapar, e o tempo de imobilidade é considerado para medir o comportamento de 
desespero. Ou seja, quanto mais tempo imóvel dentro do cilindro, mais próximo de 
um comportamento do tipo depressivo o animal estará (Chiriţă et al., 2015). No 
entanto, a validade deste teste pode ser questionada, em primeiro lugar, devido à 
grande diferença comportamental que há entre o tempo de imobilidade do roedor e o 
complexo comportamento depressivo humano e, em segundo lugar, porque o 
comportamento de imobilidade ainda não foi convincentemente associado com 
alterações neuropatológicas (Nestler et al., 2002). 
 Além do teste do nado forçado, outro teste muito utilizado pelos pesquisadores 
para avaliar comportamento do tipo depressivo em roedores é o teste de preferência 
pela sacarose (Pollak et al., 2010). Esse teste avalia comportamento de anedonia que, 
como dito anteriormente, é um dos sintomas centrais da depressão humana. Em 
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roedores, os testes que avaliam anedonia examinam o interesse do animal em 
atividades prazerosas, como a ingestão de sacarose por exemplo. Esse teste de 
consumo de sacarose é baseado na preferência na ingestão de solução de sacarose 
1-2% ao invés do consumo de água, onde redução da preferência pela solução de 
sacarose é interpretada como comportamento do tipo depressivo (Chiriţă et al., 2015). 
 Neste cenário, recentemente foi padronizado o modelo de estresse por 
subjugação social repetida para indução de comportamento do tipo depressivo em 
camundongos (Golden et al., 2011). Neste modelo, camundongos são expostos em 
dias consecutivos a um camundongo agressor de linhagem fisicamente mais robusta, 
sofrendo breves períodos de agressão com contato corporal seguidos de períodos 
mais longos de contato visual e olfativo (sensorial). Desta forma fica caracterizada 
uma relação de submissão social, tipicamente observada nas relações humanas. 
Diante disso, os camundongos submissos desenvolvem uma série de alterações 
fisiológicas e comportamentais, dentre elas alterados níveis de corticosterona, 
hipertrofia cardíaca, distúrbios do ritmo circadiano, ansiedade, comportamento de 
desespero, anedonia e a esquiva social, com diminuição da interação social quando 
expostos a outros camundongos. O comportamento de esquiva social é utilizado como 
padrão-ouro na avaliação da efetividade do modelo (Golden et al., 2011). De forma 
interessante, alguns camundongos submetidos ao estresse social se apresentam 
resistentes e não desenvolvem alterações comportamentais, semelhantemente ao 
que ocorre em humanos, uma vez que nem todo indivíduo exposto a alguma forma de 
estresse crônico desenvolve psicopatologias (Krishnan et al., 2007). Outra 
característica importante deste modelo, que o torna muito mais fidedigno do que os 
mais antigos modelos de indução e testes de avaliação do comportamento do tipo 
depressivo é o fato de ser responsivo apenas a tratamentos crônicos, e não agudos, 
com drogas antidepressivas; como também se observa em pacientes humanos 
(Pollak, Rey e Monje, 2010). Trata-se, portanto, de um modelo robusto e que se 
aproxima bastante das características e sintomas da depressão humana (Golden et 
al., 2011).  
1.2.9. Relação entre dor e depressão 
Apesar da dor não figurar entre os sintomas da depressão (DSM-V, 2013), 
estudos epidemiológicos indicam uma estreita associação entre transtorno depressivo 
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e dor crônica (Goldenberg, 2010; Robinson et al., 2009). Tal relação é evidenciada 
por estudos que revelam que pacientes com depressão apresentam altas taxas de 
prevalência de dor crônica e, vice-versa, pacientes acometidos por dor crônica 
também são frequentemente diagnosticados com transtorno depressivo (Bair et al., 
2003). De fato, a comorbidade entre depressão e dor parece ser mais a regra do que 
a exceção, com uma alta taxa de co-ocorrência (Bair et al., 2008). Neste cenário, 
podemos destacar a fibromialgia, caracterizada por dor crônica difusa, persistente por 
pelo menos três meses e acompanhada por fadiga e distúrbios do sono (Maletic e 
Raison, 2009). As altas taxas de comorbidade entre fibromialgia e depressão têm 
inclusive levantado um debate entre pesquisadores se estas são duas condições 
realmente distintas com alta comorbidade ou sintomas diferentes de uma mesma 
condição (Maletic e Raison, 2009). De acordo com isso, diversas características 
clínicas e biológicas são compartilhadas entre dor e depressão; sendo que várias 
estruturas neuroanatômicas, circuitos neurais e sistemas de neurotransmissores 
apresentam alterações similares nestas duas condições (Goldenberg, 2010; Robinson 
et al., 2009). Um aspecto interessante que sugere a ocorrência de mecanismos 
neurofisiológicos comuns entre as condições de dor crônica e depressão é o fato de 
que as drogas mais eficazes para o tratamento de diversas condições de dor crônica 
são os antidepressivos (Clauw, 2008; Jann e Slade, 2007; Nekovarova et al., 2014; 
Robinson et al., 2009). 
Em patologias crônicas, comumente observa-se uma interação entre 
predisposição genética e eventos ou circunstâncias ambientais determinando o seu 
desenvolvimento. Dentre os eventos ambientais, como mencionado anteriormente, o 
estresse crônico parece ser um fator crucial para o desenvolvimento da depressão e, 
curiosamente, também está associado a condições de dor crônica. De fato, há 
evidências de que em um contexto de estresse crônico, sobretudo de conotação 
social, episódios de depressão tendem a ser desencadeados em indivíduos 
suscetíveis (Nestler et al., 2002; Charney e Manji, 2004); bem como é comum o 
surgimento de condições patológicas de dor crônica (Chapman et al., 2008). Assim, 
anormalidades no sistema de resposta ao estresse, notadamente a hiperatividade do 
eixo HPA, estão entre as alterações biológicas compartilhadas entre depressão e dor 
crônica (Maletic e Raison, 2009; Goldenberg, 2010). 
Estudos têm demonstrado que tanto no caso dos comportamentos do tipo 
depressivo quanto naqueles associados à dor crônica, devem ocorrer alterações 
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neuroplásticas em diversas estruturas do SNC (Nekovarova et al., 2014). Além das 
estruturas encefálicas, abordadas acima, relacionadas com a saliência, o estresse 
crônico e a depressão, outras estruturas que têm recebido crescente atenção neste 
contexto são a área tegmentar ventral (VTA – do inglês Ventral Tegmental Area) e o 
núcleo accumbens (NAc). No chamado sistema dopaminérgico mesolímbico (SDM), 
neurônios dopaminérgicos da VTA projetam seus axônios fazendo conexão com 
neurônios do NAc, constituindo assim um dos mais importantes substratos 
neuroanatômicos para os mecanismos de recompensa natural e de resposta a drogas 
de abuso (Nestler e Carlezon, 2006). 
Curiosamente, a fisiologia de tal sistema neural encefálico pode ser afetada em 
condições de estresse. Durante um evento de estresse agudo, por exemplo, um 
estímulo nociceptivo ou um confronto social (ambas situações salientes, como 
discutido anteriormente), as projeções dopaminérgicas VTA – NAc podem ser 
estimuladas, aumentando a motivação do organismo para lidar ativamente diante da 
ameaça e contribuindo para respostas homeostáticas e aprendizagens adaptativas 
relacionadas ao estresse (Nestler e Carlezon, 2006; Pittenger e Duman, 2008). Por 
outro lado, no entanto, o estresse crônico pode causar alterações plásticas 
duradouras na via mesolímbica que, por sua vez, podem contribuir para sua disfunção 
(Nestler e Carlezon, 2006). 
Recentemente têm emergido evidências da participação do SDM na mediação 
de anormalidades comportamentais observadas na dor e na depressão. O NAc parece 
exercer um papel importante na modulação da dor fisiológica (Magnusson e Martin, 
2002; Taylor et al., 2003), tendo se mostrado uma importante estrutura modulatória 
da atividade tônica nos neurônios de projeção espino-supraespinal, induzindo uma 
antinocicepção heterosegmentar (Gear, Aley e Levine, 1999; Tambeli et al., 2002, 
2003). Além disso, tem sido descrito o envolvimento de mecanismos dopaminérgicos 
no efeito modulatório exercido pelo NAc sobre a dor aguda (Altier e Stewart, 1999; 
Gear et al., 1999; Wood, 2004; Magnusson e Fisher, 2000; Taylor et al., 2003). 
Avançando nesta temática, em trabalho recentemente realizado em nosso laboratório 
observamos que a transmissão dopaminérgica no NAc promove um efeito anti-
hiperalgésico mediado pelo receptor do tipo D2 em situação de dor aguda; e, por outro 
lado, o processo de cronificação da dor pode ser facilitado pela ação da dopamina no 
NAc (Dias et al., 2015). 
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No contexto da depressão, há um considerável corpo de evidências apontando 
para o envolvimento do SDM. Em humanos com depressão resistentes ao tratamento 
medicamentoso, a estimulação cerebral profunda em estruturas desse sistema tem 
resultado em importantes efeitos antidepressivos (Bewernick et al., 2010; Schlaepfer 
et al., 2008). Curiosamente, estudos recentes revelam que o BDNF, uma proteína 
estreitamente associada a processos de neuroplasticidade, pode exercer efeitos pró-
depressivos quando atua no SDM (Nestler e Carlezon, 2006). Neste cenário, diversos 
trabalhos empregando o modelo de estresse por subjugação social repetida, 
mencionado anteriormente, têm produzido interessantes resultados. A exposição de 
camundongos a estresse social crônico induz aumento dos níveis de BDNF no NAc 
associado à esquiva social, comportamento considerado do tipo depressivo (Berton e 
Nestler, 2006). Além disso, a infusão de BDNF exógeno intra-NAc aumenta a 
suscetibilidade dos camundongos em desenvolver comportamento do tipo depressivo 
(Krishnan et al., 2007). Por outro lado, manipulações experimentais que provocam a 
redução dos níveis de BDNF no NAc preveniram a esquiva social induzida por 
estresse social crônico (Berton e Nestler, 2006; Krishnan et al., 2007). Finalmente, os 
níveis de BNDF estão aumentados no NAc de humanos com depressão cujos 
cérebros foram analisados post mortem (Krishnan et al., 2007). 
Neste aspecto, é interessante notar também que os neurônios cujos corpos 
celulares se situam na VTA e projetam seus axônios para o NAc co-liberam dopamina 
e BDNF; e, além disso, o BDNF potencializa a liberação de dopamina no NAc (Goggi 
et al., 2003). Desta forma, os efeitos interativos entre o BDNF e a dopamina na via 
dopaminérgica mesolímbica parecem gerar alterações neuroplásticas que podem ser 
cruciais para associações de estímulos emocionais e o estabelecimento de memórias 
referentes a circunstâncias ameaçadoras ou recompensadoras, ou seja, salientes. No 
entanto, por outro lado, a ativação prolongada deste sistema, por exemplo em 
circunstâncias de estresse crônico, pode induzir neuroplasticidade mal adaptativa e 
estabelecer condições patológicas nas quais o processamento neural produz 
associações anormais e gera inflexibilidade cognitiva e generalizações que 
transformariam eventos inócuos em aversivos e levariam a determinados sintomas de 
dor crônica e/ou depressão (Nestler e Carlezon, 2006; Krishnan et al., 2007). De fato, 
em estudo recente do nosso laboratório, demonstramos que o estresse por 
subjugação social repetida induziu um quadro de hiperalgesia, tanto diante de 
estímulos nociceptivos mecânicos quanto químicos, em camundongos (Pagliusi Jr.et 
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al., 2018). Além disso, demonstramos também que maiores níveis de expressão de 
BDNF na VTA foram associados com comportamento do tipo depressivo, enquanto 
maiores níveis de BDNF truncado e menores níveis de BDNF maduro no NAc foram 
associados com a hiperalgesia induzida pelo estresse social (Pagliusi Jr. et al., 2018). 
BDNF maduro e truncado são isoformas desta neurotrofina, formadas através da 
clivagem da molécula precursora chamada pró-BDNF. As isoformas do BDNF serão 
melhor discutidas no terceiro capítulo desta tese.  
Diante do que foi discutido até aqui, é importante observar que a dor fisiológica 
aguda, bem como a resposta de estresse aguda, têm ambas uma função biológica 
importante no sentido de preservação do organismo – e da vida – diante de condições 
adversas e ameaçadoras. Por outro lado, a persistência da ativação destas respostas 
por longos períodos de tempo parece produzir alterações funcionais e estruturais no 
sistema nervoso que conduzem a fenômenos perceptuais e comportamentais mal 
adaptativos tais como dor crônica e depressão. Assim, parece bastante provável que 
as condições de dor crônica e depressão podem compartilhar mecanismos de 
neuroplasticidade em determinadas estruturas neurais, sobretudo no SDM. Além 
disso, o estresse crônico pode ser o fator que estimula tais mecanismos de 
neuroplasticidade. Tendo em vista as diversas e complexas relações entre estresse, 
depressão e dor de um modo geral, há grande interesse científico em aprofundar os 
estudos que visam compreender tais relações, uma vez que estes são escassos. Além 
disso, abordagens preventivas e, sobretudo terapêuticas pontuais, tais como as 
farmacológicas, podem ser bastante limitadas diante de fenômenos multifatoriais 
como a dor crônica e a depressão; exigindo a consideração científica de abordagens 
mais sistêmicas e integrativas como, por exemplo, o exercício físico. 
1.2.10. Exercício físico 
  No dia a dia, utilizamos termos como atividade física e exercício físico 
sem saber que são conceitos distintos, embora possuam elementos em comum. 
Atividade física é definida como qualquer movimento corporal produzido pelos 
músculos esqueléticos que resulte em gasto energético acima do nível de repouso 
(Caspersen et al., 1985). Já o exercício físico, apesar de também envolver um 
movimento corporal com gasto energético acima do repouso, é descrito como uma 
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subcategoria da atividade física, sendo definido como uma atividade física planejada, 
estruturada, repetida e intencional (Caspersen et al., 1985). 
Todos os indivíduos realizam atividade física de modo a sustentar a vida 
(Caspersen et al., 1985), sendo que desde o surgimento do gênero Homo, há dois 
milhões de anos, diversas características morfológicas e fisiológicas evoluíram, 
capacitando os humanos a um intenso gasto energético através de atividades físicas 
de resistência, principalmente corridas e caminhadas de longa distância (Bramble e 
Lieberman, 2004). 
De fato, os humanos parecem ser os únicos primatas capazes de sustentar 
uma corrida de resistência e, com relação a esse fenótipo, a literatura discute que o 
grande volume do nosso cérebro, quando comparado ao de outros primatas, pode ter 
exercido um importante papel nesse sentido (Mattson, 2012). Isso se explica, pois, 
nos ancestrais humanos, uma corrida de longa distância exigia um processo cognitivo 
complexo, necessitando a recordação de detalhes, como por exemplo, topografia, 
fontes de comida e fontes de água de uma extensa área, de modo a maximizar a 
obtenção de recursos que estavam dispersos no ambiente (Mattson, 2012). Dessa 
forma, indivíduos que possuíssem uma alta habilidade de processamento cognitivo e 
alta capacidade de resistência física possuíam suposta vantagem sobre os demais 
(Mattson, 2012). 
Embora a necessidade de adquirir alimentos fosse um desafio diário durante 
grande parte da história evolutiva dos hominídeos, para a sociedade moderna a norma 
vigente é um suprimento constante e seguro de alimentos (Mattson, 2015). Agricultura 
em larga escala e processamento e distribuição de alimentos habilitam grande parte 
da população atual a realizar atividades de trabalho e lazer que exijam pouco gasto 
energético, valendo-se de tecnologia desenvolvida justamente para economia de 
esforço físico (Mattson, 2015). Dessa maneira, os desafios intelectuais atuais estão 
focados em tarefas ocupacionais específicas e não na obtenção de alimento (Mattson, 
2015). 
Nesse cenário, o ser humano pouco se modificou anatômica e fisiologicamente 
desde o advento da agricultura, há aproximadamente 10.000 anos atrás, evento 
considerado determinante para um estilo de vida mais sedentário (Hidaka, 2012). De 
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fato, em uma análise evolutiva, observa-se que o Homo sapiens está mais adaptado 
a um estilo de vida caçador-coletor, característico de ambientes evolutivos passados, 
do que ao estilo de vida moderno (Hidaka, 2012; Irons, 1998). A discrepância entre a 
biologia do ser humano e o ambiente moderno fornece uma base teórica para o 
entendimento da etiologia de diversas doenças crônicas denominadas "doenças da 
modernidade", como depressão, dor crônica, diabetes, obesidade, câncer e 
aterosclerose (Must et al., 1999; Mokdad et al., 2001; Beckman et al., 2002; Coussens 
e Werb, 2002; Libby et al., 2002; Eaton e Eaton III, 2003; Nicklas et al., 2005; Moussavi 
et al., 2007; Shoelson et al., 2007; Omenn, 2010; Hidaka, 2012). 
As doenças da modernidade compartilham um alto grau de comorbidade e 
comportamentos de risco (e.g. sedentarismo) que tornam o indivíduo mais suscetível 
a desenvolvê-las; são doenças endêmicas de nações industrializadas e estão sendo 
associadas a um perfil fisiológico semelhante à desregulação metabólica e 
inflamatória (Beckman et al., 2002; Coussens e Werb, 2002; Libby et al., 2002; 
Moussavi et al., 2007; Must et al., 1999; Nicklas et al., 2005; Shoelson et al., 2007). 
Torna-se então evidente que um indivíduo ativo fisicamente é capaz de alcançar um 
estado fisiológico positivo, gerando uma sensação de bem-estar que reflete a boa 
saúde de seu organismo em consequência de um hábito que se ajusta com sua 
história evolutiva. 
Nesse contexto, não é inesperado o exercício físico ser uma das terapias mais 
frequentemente prescritas no âmbito clínico, tanto em indivíduos saudáveis quanto 
em indivíduos com algum transtorno (Viña et al., 2012). Além do já bem estabelecido 
efeito do exercício físico no sistema musculoesquelético, cardiorrespiratório e no 
metabolismo, recentemente seu efeito no sistema nervoso, de um modo geral, e no 
cérebro, especificamente, vem recebendo grande atenção (Warburton et al., 2006; 
Viña et al., 2012). No início dos anos 80, por exemplo, mostrou-se que o exercício era 
capaz de aumentar os níveis de endorfina circulante em humanos (Bortz et al., 1981; 
Carr et al., 1981). Esse aumento de endorfina induzido pelo exercício físico está 
associado com mudanças no humor (e.g. euforia induzida pelo exercício), alteração 
na percepção da dor e nas respostas aos hormônios do estresse (Harber e Sutton, 
1984; Viña et al., 2012). A partir de estudos como os supracitados começou-se a 
utilizar o exercício físico como uma importante ferramenta terapêutica e preventiva 
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para diversas doenças, principalmente dor crônica e depressão (Brosse et al., 2002; 
Knapen et al., 2009; Ambrose e Golightly, 2015).  
De fato, o exercício físico tem sido cada vez mais indicado como intervenção 
clínica não farmacológica para o alívio de sintomas em condições de dor crônica tais 
como dor lombar, doenças reumáticas, enxaqueca e, sobretudo, fibromialgia (Rooks, 
2008; Jones e Liptan, 2009; Häuser et al., 2010; Smith e Grimmer-Somers, 2010; 
Thomas e Blotman, 2010; van Middelkoop et al., 2010; Ahn, 2013). De forma similar, 
extensiva pesquisa suporta que o exercício físico é capaz de diminuir a incidência e a 
gravidade da depressão em humanos (Dunn e Dishman, 1991; Paluska e Schwenk, 
2000; Brosse et al., 2002). Estudos de acompanhamento de pacientes revelam que o 
exercício físico é mais eficiente do que a medicação antidepressiva na prevenção à 
reincidência da depressão (Babyak et al., 2000). Além disso, a atividade física regular 
pode ser tão efetiva quanto a psicoterapia no tratamento da depressão leve e 
moderada, diminuindo a probabilidade de um indivíduo com depressão leve 
desenvolver episódios de depressão maior (Paluska e Schwenk, 2000). De fato, 
estudos de meta-análise suportam que o exercício físico deve ser considerado como 
tratamento efetivo para depressão leve e moderada e como tratamento coadjuvante 
para depressão severa, associado a tratamentos mais convencionais como 
farmacoterapia (Carek, Laibstain e Carek, 2011; Stathopoulou et al., 2006). 
No contexto da dor, embora a maior parte dos estudos abordando os efeitos 
potencialmente anti-hiperalgésicos do exercício tenha sido realizado com humanos, 
limitando uma maior compreensão dos mecanismos fisiológicos envolvidos, alguns 
estudos utilizando modelos animais sugerem algumas possibilidades. Estudos que 
investigaram o efeito anti-hiperalgésico do exercício físico em modelos animais de dor 
neuropática revelaram reduções induzidas pelo exercício regular em citocinas pró-
inflamatórias no nervo ciático (Chen et al., 2012), além de aumento dos níveis de 
opioides endógenos em regiões do tronco encefálico (Stagg et al., 2011). O papel dos 
opioides endógenos como mediadores do efeito anti-hiperalgésico do exercício 
regular também foi sugerido em um estudo de dor aguda induzida por agente químico 
(Mazzardo-Martins et al., 2010), bem como em outro de dor muscular crônica (Bement 
e Sluka, 2005).  
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Além de seu efeito sobre o sistema opioidérgico endógeno, mais recentemente 
tem emergido na literatura relatos dos efeitos do exercício físico sobre o sistema 
endocanabinóide, também com relevância no âmbito dos estudos da dor. De fato, 
muitas hipóteses foram propostas para elucidar os mecanismos responsáveis pela 
analgesia induzida pelo exercício. Uma das hipóteses mais aceitas tem sido a ativação 
de vários sistemas endógenos descritos com efeitos analgésicos como, por exemplo, 
o opioidérgico, nitrérgico (óxido nítrico) e serotoninérgico (da Silva Santos e Galdino, 
2018). Embora acredita-se que haja uma interação entre os sistemas endógenos 
analgésicos (Crombie et al., 2018), um dos principais sistemas endógenos que vem 
emergindo como mediador da analgesia induzida pelo exercício físico é o 
endocanabinóide (da Silva Santos e Galdino, 2018). O sistema endocanabinóide é 
composto pelos receptores canabinóides acoplados à proteína G do tipo 1 e 2 (CB1 e 
CB2, respectivamente) e pelos agonistas endógenos conhecidos como 
endocanabinóides. No contexto da dor, por exemplo, dos Santos et al. (2019), 
demonstraram que a ativação de receptores CB2 estão envolvidos na antinocicepção 
induzida pelo exercício físico. Além disso, é plausível a hipótese de que o exercício 
físico induz alterações neuroplásticas através da modulação do sistema 
endocanabinóide e que tais alterações suportam os efeitos anti-nociceptivos e 
antidepressivos do exercício físico (Watkins, 2018). 
Outro efeito interessante do exercício físico é na modulação da expressão de 
neurotrofinas. Neste cenário, dois estudos investigaram o efeito do exercício físico 
regular na expressão de neurotrofinas empregando diferentes modelos animais de dor 
(Hutchinson, 2004; Sluka et al., 2013). Foi constatado que sete semanas de exercícios 
de natação ou em esteira, realizados após lesão da medula espinhal, foram efetivos 
em reduzir a alodinia mecânica, avaliada na pata de ratos fêmeas, bem como em 
normalizar os níveis de RNAm de BDNF na medula espinhal (Hutchinson, 2004). 
Sharma et al. (2010), empregando um modelo de dor muscular, associaram o efeito 
anti-hiperalgésico do exercício físico regular com aumento nos níveis da neurotrofina 
NT-3 no músculo gastrocnêmico de camundongos. Adicionalmente, foi demonstrado 
que a prevenção do desenvolvimento de dor muscular crônica em camundongos que 
realizaram atividade física regular foi associada à redução da ativação de receptores 
NMDA de neurônios do bulbo ventromedialrostral, estrutura neural associada com 
mecanismos de modulação endógena da dor (Sluka et al., 2013). 
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Embora os estudos supracitados contribuam para a compreensão dos 
mecanismos fisiológicos subjacentes ao efeito anti-hiperalgésico do exercício físico, 
são de fato raros os estudos abordando essa questão. Além disso, a maioria dos 
estudos relatados abordou alterações induzidas pelo exercício ocorridas na periferia 
ou no sistema nervoso central segmentar (i.e., medula espinhal e tronco encefálico). 
Já no âmbito da depressão, embora os mecanismos fisiológicos através dos 
quais o exercício físico produz seus efeitos antidepressivos ainda não estejam 
completamente esclarecidos (Bjørnebekk et al., 2005; Greenwood e Fleshner, 2008), 
diversos estudos com modelos animais revelam que a atividade física promove efeitos 
fisiológicos similares àqueles causados por drogas antidepressivas. Esses efeitos são 
principalmente associados a fenômenos de neuroplasticidade no hipocampo, tais 
como aumento da neurogênese no giro denteado e aumento da expressão de BDNF 
(Adlard et al., 2004; Bjørnebekk, Mathé e Brené, 2005; Duman et al., 2008; Neeper et 
al., 1996; Oliff et al., 1998; van Praag et al., 1999; van Praag et al., 1999; Russo-
Neustadt et al., 1999; Vaynman et al., 2003). Recentemente relatamos também que o 
efeito antidepressivo do exercício físico foi associado com aumento dos níveis 
proteicos hipocampais da isoforma madura do BDNF, que é relacionada à plasticidade 
neural, bem como com o aumento da expressão gênica de proteínas responsáveis 
pela clivagem pós-transcricional do precursor do BDNF, gerando BDNF maduro 
(Sartori et al., 2011). Assim, não obstante a necessidade de ulteriores estudos sobre 
os efeitos anti-hiperalgésico e antidepressivo do exercício físico, os dados disponíveis 
até o momento e a lógica biológico-evolutiva discutida acima suportam fortemente a 















Este trabalho teve como objetivo avançar no estudo da inter-relação entre 
estresse por subjugação social repetida (estresse social crônico) e sensibilidade 
nociceptiva através da investigação de alterações comportamentais duradouras em 
camundongos. Além disso, pretendeu-se investigar a modulação exercida pela 
atividade física voluntária sobre estes fenômenos, avaliando o potencial efeito 
preventivo e terapêutico do exercício físico no âmbito da dor crônica e da depressão. 
1.3.1. Objetivos Específicos 
 Como objetivos específicos foram estabelecidos: 
1) Verificar por quanto tempo persiste a diminuição do limiar nociceptivo 
observada em camundongos após a submissão ao protocolo de estresse por 
subjugação social repetida. 
2) Verificar se o exercício físico voluntário realizado por camundongos em roda de 
atividade após terem sido submetidos ao protocolo de estresse por subjugação 
social repetida possui efeito terapêutico anti-hiperalgésico. 
3) Verificar se o tratamento de camundongos com droga antidepressiva após 
terem sido submetidos ao protocolo de estresse por subjugação social repetida 
tem efeito anti-hiperalgésico. 
4) Verificar se o exercício físico voluntário realizado por camundongos em roda de 
atividade após terem sido submetidos ao protocolo de estresse por subjugação 
social repetida tem efeito antidepressivo, semelhante a drogas antidepressivas. 
5) Verificar se há diferenças no volume de exercício físico realizado entre 
camundongos suscetíveis e resilientes após o estresse por subjugação social 
repetida. 
6) Verificar se o exercício físico voluntário realizado por camundongos em roda de 
atividade antes e durante a submissão ao protocolo de estresse por subjugação 
social repetida tem efeito preventivo sobre a diminuição do limiar nociceptivo, 
bem como sobre o comportamento do tipo depressivo. 
7) Verificar se a submissão ao estresse por subjugação social repetida afeta o 
padrão de exercício físico voluntário realizado por camundongos em roda de 
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1.4. Material e Métodos 
 Foram utilizados camundongos machos C57BL/6JUNIB com oito semanas de 
idade, 20 - 25g de peso corporal, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP 
(CEMIB) e também camundongos machos da linhagem Swiss (reprodutores 
aposentados), fornecidos pelo Laboratório Nacional Agropecuário de Campinas 
(Lanagro/SP) do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (Mapa). Durante 
todo o período experimental os animais foram mantidos em condições controladas de 
luz (ciclo 12:12 horas de claro-escuro) e temperatura (21ºC), recebendo água e ração 
ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 
UNICAMP (CEUA/UNICAMP), protocolo número 4249-1 (ver apêndice). 
1.4.1.  Desenho experimental 
 O presente projeto foi dividido em duas Etapas distintas de experimentos (A e 
B). Na Etapa A (objetivos específicos 1 a 5) foram investigados os efeitos terapêuticos 
do exercício físico sobre as respostas comportamentais de nocicepção e de esquiva 
social induzidas pelo estresse por subjugação social repetida. Na Etapa B (objetivos 
específicos 6 e 7) foram investigados os efeitos preventivos do exercício físico sobre 
as respostas comportamentais de nocicepção e de esquiva social induzidas pelo 
estresse por subjugação social repetida. 
1.4.1.1. Etapa A 
 Nesta etapa foi investigado o efeito terapêutico do exercício físico sobre a 
diminuição do limiar nociceptivo e o comportamento do tipo depressivo de esquiva 
social induzidos pelo estresse por subjugação social repetida. Dessa forma, os 
camundongos tiveram acesso à roda de atividade física voluntária somente após 
terem sido submetidos ao protocolo de estresse por subjugação social. A figura 1 
apresenta uma representação gráfica do desenho experimental da etapa A.  
 Brevemente, os camundongos passaram inicialmente pelo teste de limiar 
nociceptivo mecânico basal (através do teste Von Frey eletrônico, item 1.4.2.) e, 24 
horas depois, foram submetidos ou não ao protocolo de estresse por subjugação 
social repetida (item 1.4.3.), que tem duração de 10 dias consecutivos. A seguir, foram 
avaliados os comportamentos do tipo depressivo de esquiva social (através do teste 
de interação social, item 1.4.4.) e novamente a resposta nociceptiva a estímulo 
mecânico. Em seguida os camundongos foram designados a grupos experimentais 
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distintos: exercício físico voluntário (item 1.4.5.), sedentário ou tratamento com a 
droga antidepressiva fluoxetina (item 1.4.6.). A partir desse momento os 
camundongos foram submetidos semanalmente (durante 4 semanas - 28 dias) a 
testes de limiar nociceptivo mecânico e, duas semanas após o início do tratamento 
(15o dia), foi realizado um novo teste de interação social (item 1.4.3.). Terminado este 
período, os camundongos foram submetidos a um teste de atividade locomotora (item 
1.4.7.), novamente ao teste de interação social (item 1.4.3.) e a um teste de resposta 
nociceptiva a estímulo químico (teste da capsaicina, item 1.4.8.), sendo que cada um 
desses testes foi realizado em dias diferentes. Finalmente os camundongos foram 
eutanasiados.  
 
Figura 1.1. Representação gráfica do desenho experimental da Etapa A. Cada quadrado 
representa um dia no cronograma comportamental (E/C = estresse controle sedentário; E/Ex = estresse 
exercitado; E/Flu = estresse tratamento com fluoxetina; Ne/C = não estresse controle sedentário; Ne/Flu 
= não estresse tratamento com fluoxetina). 
1.4.1.2. Etapa B 
 Nesta Etapa foi investigado o efeito preventivo do exercício físico sobre a 
diminuição do limiar nociceptivo e sobre o comportamento do tipo depressivo de 
esquiva social induzidos pelo estresse por subjugação social repetida. Dessa forma, 
os camundongos tiveram acesso à roda de atividade física voluntária antes e durante 
a realização do protocolo de subjugação social. A figura 2 apresenta uma 
representação gráfica do desenho experimental da etapa B.  
 Brevemente, os camundongos passaram inicialmente pelo teste de limiar 
nociceptivo mecânico basal (através do teste Von Frey eletrônico, item 1.4.2.) e, 24 
Estresse social Controle (sedentário) – sem tratamento
Teste do Limiar Nociceptivo Mecânico
Teste de Interação Social
Teste de Locomoção
Teste do Limiar Nociceptivo Químico
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Análises Moleculares
Estresse social Exercício físico – roda de atividade voluntária
Estresse social Fluoxetina (sedentário) – 10mg/kg/dia diluída na água
Não estresse Controle (sedentário) – sem tratamento








horas depois, passaram a ter acesso ou não à roda de atividade física voluntária (item 
1.4.5.). Após 18 dias, os camundongos foram ou não submetidos ao protocolo de 
estresse por subjugação social repetida (item 1.4.3.), dependendo do grupo a que 
foram inicialmente designados. Após 10 dias de manipulação experimental (com ou 
sem estresse social) foi realizado um teste de interação social (item 1.4.4.) e, no dia 
seguinte, um teste de limiar nociceptivo mecânico (item 1.4.2.). A partir desse 
momento, os animais exercitados foram mantidos com acesso à roda de atividade 
física voluntária até que retornassem aos volumes diários de exercício físico que 
tinham antes do início do estresse social. Finalmente os camundongos foram 
eutanasiados.  
 
Figura 1.2. Representação gráfica do desenho experimental da Etapa B. Cada quadrado 
representa um dia no cronograma comportamental (Sed/E = estresse controle sedentário; Ex/E = 
estresse exercitado; Sed/Ne = não estresse controle sedentário; Ex/Ne = não estresse exercitado). 
1.4.2. Teste do limiar nociceptivo mecânico 
O limiar nociceptivo mecânico foi avaliado através do Teste de Von Frey 
utilizando um analgesímetro eletrônico que consiste em um transdutor de força 
conectado a um contador digital que expressa a força em gramas (g). A precisão do 
aparelho é de 0,5 gf e está calibrado para registrar uma força máxima de 150 gf, 
mantendo a precisão de 0,5 gf até a força de 80 gf. O contato do transdutor de força 
com a pata foi realizado através de uma ponteira descartável de polipropileno com 0.5 
mm de diâmetro adaptada ao transdutor. Os camundongos foram colocados em 
caixas de acrílico, medindo 12x20x17 cm cujo assoalho consiste em uma rede de 
malha igual a 5mm2, constituída de arame não maleável de 1mm de espessura (figura 
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1.3.). Os camundongos permaneceram nas caixas durante 30 minutos antes do 
experimento para habituação.  
O experimentador então aplicou, na superfície plantar da pata, uma pressão 
com um aumento constante de força até o camundongo emitir um comportamento de 
retirada da pata seguido de uma resposta caracterizada como tremor (flinch). Tais 
estímulos foram repetidos por até seis vezes até que o animal apresente 3 medidas 
consecutivas similares, ou seja, com uma diferença de força inferior ou igual a 10%. 
A intensidade de hiperalgesia foi quantificada pela variação do limiar de nocicepção 
em gramas (grama-força) obtida subtraindo-se a média de três valores observados 
antes do procedimento experimental (valor basal) da média de três valores obtidos 
após os tratamentos, os quais variaram de acordo com os protocolos experimentais 
(Δ limiar nociceptivo mecânico em gramas). 
 
Figura 1.3. Representação do teste de von Frey eletrônico. Vista do experimentador aplicando uma 
força contínua na superfície plantar da pata traseira do camundongo, note a ponteira plástica passando 
por entre malha de arame.  
1.4.3. Estresse por subjugação social repetida 
 Inicialmente foi realizada a seleção dos camundongos Swiss agressores como 
descrito por Golden et al. (2011) e adaptado por Pagliusi e Sartori (2019). Nesta 
seleção, os camundongos Swiss obtidos do laboratório LANAGRO são expostos a um 
camundongo C57BL/6JUNIB por três minutos durante três dias consecutivos, sendo 
que em cada dia foi utilizado um camundongo C57BL/6JUNIB distinto. Durante cada 
uma destas sessões de três minutos, foi mensurado o tempo decorrido até que o 
camundongo Swiss realizasse o primeiro contato agonístico e ataque contra o 
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camundongo C57BL/6JUNIB; esta variável é denominada latência de ataque. O 
camundongo Swiss que apresentou uma latência de ataque menor ou igual a um 
minuto em pelo menos dois dias consecutivos (dos três dias de seleção) foi 
selecionado como camundongo agressor no experimento. Os camundongos Swiss 
que não atenderam a esse critério de seleção foram excluídos do experimento e 
descartados através de eutanásia com overdose de anestésico. 
 Para a indução do comportamento do tipo depressivo de esquiva social, os 
camundongos foram submetidos ao protocolo de Estresse por Subjugação Social 
também previamente descrito por Golden et al. (2011). Nesse protocolo, os 
camundongos experimentais (C57BL/6JUNIB) são introduzidos diariamente, por um 
período de 10 dias consecutivos, em gaiolas de camundongos residentes da linhagem 
Swiss (previamente selecionados pelo comportamento agressivo) para a sessão de 
submissão social; cada sessão possui duração de 10 minutos. Após este período de 
contato corporal agonístico, os camundongos permanecem por 24 horas dividindo a 
mesma gaiola, sendo esta, porém, separada em duas metades por uma divisória de 
acrílico perfurada (figura 1.4.); tal divisória permite apenas o contato sensorial, 
sobretudo visual e olfatório, entre os animais. A cada nova sessão/dia de submissão 
os camundongos estressados (C57BL/6J) são expostos a um novo camundongo 
Swiss residente. Os camundongos do grupo Controle são mantidos em pares, ambos 
da linhagem C57BL/6J, em gaiolas também divididas em duas metades pela divisória 
acrílica e sem nenhum contato físico em momento algum; sendo manipulados 
igualmente aos do grupo controle ao longo do período de 10 dias do protocolo. 
 
Figura 1.4. Gaiola projetada para a realização do protocolo de indução de estresse por 
subjugação social repetida. Note a divisória de acrílico perfurada, permitindo o contato sensorial, e 
não físico-corporal, entre os animais. 
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1.4.4. Teste de interação social 
 Para a avaliação da indução de comportamento do tipo depressivo de esquiva 
social foi utilizado o teste de interação social (Golden et al., 2011), realizado vinte e 
quatro horas após o término do procedimento de estresse por subjugação social 
repetida. Para este procedimento foi utilizada uma arena de campo aberto fabricada 
em material plástico medindo 42x42cm, tendo em um dos lados uma área denominada 
zona de interação (figura 1.5.A.), onde foi colocado um compartimento (10x6,5cm) 
constituído de acrílico transparente com pequenas perfurações (figura 1.5.B.). No 
lado oposto à zona de interação foram delimitadas duas áreas denominadas corners 
(figura 1.5.A.). 
 
Figura 1.5. Arena para realização do teste de interação social. (A) Vista de cima da arena de campo 
aberto, delimitada com as zonas e suas respectivas dimensões, utilizada no teste de interação social. 
(B) Imagem da estrutura acrílica transparente com pequenas perfurações, utilizada para enclausurar o 
camundongo Swiss não familiar durante a sessão target do teste de interação social (colocada dentro 
da zona de interação na arena de campo aberto). 
 Os camundongos foram introduzidos nesta arena de campo aberto por duas 
sessões consecutivas com duração de dois minutos e meio cada, separadas por um 
minuto entre si. Na primeira sessão (chamada de no-target) o compartimento de 
acrílico transparente situado na zona de interação permaneceu vazio; enquanto que 
na segunda sessão (chamada de target), havia no compartimento um camundongo 
Swiss agressor não familiar, ou seja, que não participou das sessões de subjugação 
social, mas que atendeu ao critério de seleção de comportamento agressivo descrito 
acima (item 1.4.3.). As duas sessões foram registradas em vídeo para análises do 
tempo de permanência dos camundongos na zona de interação e nos corners da 
arena (figura 1.5.A.). 
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 Com base nesses tempos pôde-se calcular o Índice de Interação Social (IS) e 
o tempo de permanência nos corners (IC). O IS foi estabelecido através da razão entre 
o tempo que o camundongo permanecia na zona de interação na sessão target 
dividido pelo tempo de permanência na zona de interação na sessão no-target.  
Camundongos com IS abaixo de 1 foram considerados suscetíveis, ou seja, 
apresentaram comportamento do tipo depressivo de esquiva social; camundongos 
com IS acima de 1 foram classificados como resilientes, sem apresentar 
comportamento do tipo depressivo de esquiva social mesmo tendo passado pelo 
protocolo de estresse por subjugação social (Golden et al., 2011). O IC foi calculado 
através da razão entre o tempo que o camundongo permaneceu nos corners na 
sessão target pelo tempo de permanência nessa mesma região na sessão no-target. 
O programa X-Plo-Rat (desenvolvido pelo Dr. Silvio Morato, USP, Brasil) foi utilizado 
para auxiliar a análise dos vídeos.  
1.4.5. Exercício físico 
 Os camundongos pertencentes aos grupos que realizaram exercício físico 
foram mantidos individualmente em gaiolas-padrão para camundongos 
(28x18x12cm), equipadas com uma roda de atividade voluntária (28,9cm de 
perímetro) continuamente acessível pelos camundongos e equipada com um sistema 
de monitoramento automatizado conectado a um computador (figura 1.6.). A atividade 
física voluntária realizada por cada camundongo foi registrada 24 horas por dia. Os 
camundongos dos grupos que não realizaram exercício físico foram mantidos 
individualmente em gaiolas-padrão para camundongos sem a presença da roda de 




Figura 1.6. Roda de atividade física voluntária. Roda de atividade voluntária localizada dentro da 
gaiola de cada camundongo; note que a roda é conectada a um sistema que monitora o volume de 
corrida do animal continuamente a cada cinco minutos. 
1.4.6. Tratamento com antidepressivo 
 Os camundongos que foram tratados com a droga antidepressiva fluoxetina 
(Prozac® cloridrato de fluoxetina - Laboratório Lilly - Lote: C886997) receberam uma 
dose diária de 10mg/kg da droga diluída na água (Dulawa et al., 2004). Para isso, uma 
semana antes do início do tratamento, durante sete dias, foi calculado o consumo 
diário de água de cada camundongo que iria receber o tratamento, dessa forma 
calculando-se o consumo médio diário de água de cada indivíduo.  Com o valor do 
consumo médio diário de água de cada camundongo tratado foi possível calcular a 
diluição de fluoxetina necessária para cada indivíduo, especificamente, ingerir 
10mg/kg por dia da droga. A água com fluoxetina foi trocada a cada três dias, sendo 
que uma solução mãe da droga diluída foi mantida em geladeira por no máximo uma 
semana. 
1.4.7. Teste de locomoção 
 Para excluir qualquer possibilidade de um efeito da administração da droga 
antidepressiva fluoxetina sobre o comportamento motor dos camundongos foi 
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realizado um teste de campo aberto para avaliar a atividade locomotora (modificado 
de Manosso et al., 2015). Neste teste os camundongos foram colocados em uma 
arena de campo aberto medindo 40 x 30 cm, com o assoalho dividido em 12 
quadrantes iguais (10 x 10 cm), onde permaneceram por 6 minutos podendo explorar 
livremente a arena (figura 1.7.). As sessões foram registradas em vídeo que, por sua 
vez, foram analisados utilizando um software especializado (EthoVision XT, Noldus 
Information Technologies). O número de quadrantes cruzados com as quatro patas, o 
número de rearings (definido como o camundongo se levantar apoiado nas patas 
traseiras) e a distância percorrida foram quantificados, servindo de parâmetros para a 
avaliação da atividade locomotora dos camundongos. O programa X-Plo-Rat 
(desenvolvido pelo Dr. Silvio Morato, USP, Brasil) foi utilizado para auxiliar a análise 
dos vídeos. 
 
Figura 1.7. Arena para realização do teste de locomoção. Vista superior da arena de campo aberto 
utilizada para realizar o teste de locomoção. 
1.4.8. Teste da capsaicina 
 O teste da capsaicina foi utilizado para avaliar a nocicepção diante de estímulos 
químicos e mediada majoritariamente pelas fibras sensoriais do tipo C. Para a 
realização desta análise comportamental, uma caixa de observação medindo 
30x30x30cm com base e três laterais espelhadas e frente de vidro foi utilizada. Cada 
camundongo foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 20 minutos para 
habituar-se ao ambiente de experimentação e minimizar o estresse. Após o período 
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de habituação, capsaicina foi administrada no tecido subcutâneo da pata traseira 
(0,1µg/15µl/pata). A resposta nociceptiva foi então caracterizada pelo ato motor de 
levantar a pata (flinch) e quantificada durante 5 minutos.   
1.4.9. Eutanásia e armazenamento dos encéfalos 
 Encerrados todos os procedimentos de testes comportamentais descritos 
acima, os camundongos foram eutanasiados por decapitação. Seus encéfalos foram 
removidos do crânio e rapidamente congelados em metil butano a -50oC, utilizando 
gelo seco. Em seguida, os encéfalos foram colocados em um recipiente 
confeccionado com papel alumínio e fita adesiva (figura 8) e armazenados no freezer 
a -80ºC para possíveis procedimentos moleculares posteriores.  
 
Figura 1.8. Recipiente para armazenar encéfalos. Recipiente confeccionado com alumínio e fita 
adesiva utilizado para armazenar o encéfalo no freezer (-80oC). 
1.4.10. Análises estatísticas 
 Para a realização das análises estatísticas dos dados produzidos pelos 
experimentos de avaliação comportamental foi empregado o teste ANOVA de uma ou 
duas vias seguido de pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni, utilizando o 
software GraphPad Prisma 6. Os dados foram apresentados como média ± erro 




















1.5.1. Etapa A 
1.5.1.1. O estresse por subjugação social repetida induziu comportamento do 
tipo depressivo de esquiva social em parte dos camundongos submetidos ao 
protocolo. 
 Através do teste de interação social pode-se observar que o protocolo de 
estresse por subjugação social gerou os dois grupos experimentais, suscetíveis e 
resilientes, previamente descritos por Berton et al. (2006) e Golden et al. (2011) 
(figura 1.9.). Para essa designação, os animais estressados que apresentaram IS 
abaixo de 1 foram classificados como suscetíveis, ou seja, apresentam um 
comportamento do tipo depressivo de esquiva social. De forma contrária, os animais 
estressados que apresentaram IS acima de 1 foram classificados como resilientes, ou 
seja, mesmo expostos a estresse social crônico não desenvolveram comportamento 
do tipo depressivo de esquiva social (controle: 3,542 ± 0,3203; resiliente: 1,989 ± 
0,1606; suscetível: 0,7104 ± 0,04746). Nessa etapa do experimento contamos com 15 
animais controle, 23 suscetíveis e 22 resilientes.  
 
Figura 1.9. O estresse por subjugação social repetida induziu comportamento de esquiva social. 
O gráfico mostra o Índice de Interação Social (IS) - razão entre o tempo na zona de interação na sessão 
target dividido pelo tempo na zona de interação na sessão no-target - dos três grupos experimentais. 
Os animais estressados foram divididos entre suscetíveis (IS<1) ou resilientes (IS≥1). Esse teste foi 
realizado 24 horas após o fim da subjugação social (dia 11). (N=10-15). Estão sendo apresentadas as 









































* * * *
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1.5.1.2. O estresse por subjugação social repetida induziu hiperalgesia revelada 
pelo teste de limiar nociceptivo mecânico (Von Frey eletrônico). 
 Após a avaliação do comportamento do tipo depressivo, o limiar nociceptivo 
mecânico foi avaliado por um analgesímetro eletrônico no teste de Von Frey 
eletrônico. Os resultados mostrados na figura 1.10. revelam que os camundongos 
submetidos ao estresse social apresentaram maior variação do limiar de nocicepção 
(Δ limiar nociceptivo mecânico) indicando hiperalgesia. A análise estatística com 
ANOVA de uma via revelou efeito de grupo significativo (F2,37=72,72; P<0,0001) e o 
pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou que há diferença estatística 
entre os grupos estressados (resiliente e suscetível) e o grupo controle (controle: -
0,1089 ± 0,1342g; resiliente: 2,317 ± 0,2763g; suscetível: 2,264 ± 0,1200g; P < 
0,0001). 
 
Figura 1.10. O estresse por subjugação social repetida induziu hiperalgesia mecânica. O gráfico 
mostra a avaliação do limiar nociceptivo mecânico realizado 48 horas após o fim da subjugação social 
(dia 12). Os resultados são apresentados através da variação do limiar nociceptivo mecânico (**** 
p<0,0001, diferente do controle; N=10-15). São apresentadas as médias de cada grupo ± erro padrão 








































* * * *
* * * *
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1.5.1.3. O exercício físico voluntário reverteu o comportamento do tipo 
depressivo de esquiva social induzido pelo estresse por subjugação social 
repetida. 
 Após a primeira avaliação do limiar nociceptivo mecânico, os animais 
estressados (resilientes e suscetíveis) foram divididos aleatoriamente em três grupos 
distintos: exercício, sedentário e fluoxetina. Dessa forma, além do grupo controle 
(não estresse), nesse momento o desenho experimental passou a contar com mais 
seis grupos: Suscetível Exercício (Sus/Ex), Suscetível Sedentário (Sus/Sed), 
Resiliente Exercício (Res/Ex), Resiliente Sedentário (Res/Sed), Suscetível Fluoxetina 
(Sus/Flu) e Resiliente Fluoxetina (Res/Flu). Após essa separação, realizamos mais 
duas avaliações do comportamento de interação social através do teste de interação 
social aos 15 e 29 dias após o início do exercício físico. Os resultados são 
apresentados na figura 1.11. 
As figuras 1.11.A. e B. mostram o tempo total na zona de interação (IZ) e nos 
corners (CZ), respectivamente, durante a sessão com o alvo 15 dias após iniciarem 
os tratamentos (ControleIZ: 53,80 ± 1,719s; Res/SedIZ: 41,00 ± 5,177s; Res/ExIZ: 46,20 
± 12,800s; Res/FluIZ: 68,42 ± 5,224s; Sus/SedIZ: 21,86 ± 5,026s; Sus/ExIZ: 29,38 ± 
5,196s; Sus/FluIZ: 29,57 ± 7,597s; ControleCZ: 24,13 ± 1,404s; Res/SedCZ: 58,00 ± 
6,058s; Res/ExCZ: 55,40 ± 15,520s; Res/FluCZ: 29,67 ± 4,171s; Sus/SedCZ: 83,14 ± 
9,755s; Sus/ExCZ: 62,63 ± 10,380s; Sus/FluCZ: 51,00 ± 5,713s). O teste ANOVA de 
uma via mostrou diferença de grupo significativa (IZ: F6,52= 10.11; p< 0.0001 and CZ: 
F6,53= 10.36; p< 0.0001). O pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni 
revelou que 15 dias de tratamento com exercício e fluoxetina não alterou os níveis de 
interação social.  
As figuras 1.11.C. e D. mostram o tempo total na zona de interação (IZ) e nos 
corners (CZ), respectivamente, durante a sessão com o alvo 29 dias após iniciarem 
os tratamentos (ControleIZ: 58,47 ± 1,895s; Res/SedIZ: 62,60 ± 3,326s; Res/ExIZ: 50,75 
± 9,003s; Res/FluIZ: 52,58 ± 4,277s; Sus/SedIZ: 24,00 ± 4,597s; Sus/ExIZ: 48,00 ± 
8,597s; Sus/FluIZ: 47,38 ± 8,840s; ControleCZ: 20,80± 1,235s; Res/SedCZ: 26,80 ± 
1,562s; Res/ExCZ: 30,75 ± 4,385s; Res/FluCZ: 22,67 ± 2,094s; Sus/SedCZ: 73,71 ± 
10,140s; Sus/ExCZ: 27,14 ± 3,348s; Sus/FluCZ: 25,50± 1,581s). O teste ANOVA de uma 
via mostrou diferença de grupo significativa (IZ: F6,50= 4,055; p< 0,01 and CZ: F6,51= 
21,67; p< 0,0001). O pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou que 
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29 dias de tratamento com exercício e fluoxetina reverteu o comportamento do tipo 




Figura 1.11. Efeito antidepressivo do exercício físico. O gráfico mostra o tempo total na zona de 
interação (A) e nos corners (C) para cada grupo após 15 dias de tratamento e o tempo total na zona de 
interação (B) e nos corners (D) para cada grupo após 29 dias de tratamento (* p<0,05, diferente do 
controle, ** p<0,01, diferente do controle, *** p<0,001, diferente do controle; **** p<0,0001, diferente do 
controle; N=5-15). São apresentadas as médias de cada grupo em cada dia ± erro padrão da média. 
Res/Sed = resiliente sedentário; Res/Ex = resiliente exercitado; Res/Flu = Resiliente fluoxetina; Sus/Sed 
= Suscetível sedentário; Sus/Ex = Suscetível exercitado; Sus/Flu = Suscetível fluoxetina. 
1.5.1.4. O exercício físico reverteu a hiperalgesia induzida pelo estresse por 
subjugação social repetida. 
 Após 7, 14, 21 e 28 dias de tratamento foram realizadas avaliações do limiar 
nociceptivo mecânico, para investigar se o exercício físico e a fluoxetina haviam 
revertido a hiperalgesia induzida por estresse por subjugação social. Os resultados 



























































































































































* * * *

























































































































































1 0 0 * * * *







 A figura 1.12.A. mostra a variação do limiar nociceptivo mecânico após 7 dias 
do início dos tratamentos (Controle: -0,1833 ± 0,07623g; Res/Sed: 1,933 ± 0,2610g; 
Res/Ex: 0,1468 ± 0,09033g; Res/Flu: 1,375 ± 0,2898g; Sus/Sed: 2,009 ± 0,3633g; 
Sus/Ex: 1,288 ± 0,4703g; Sus/Flu: 1,438 ± 0,4650g). O teste ANOVA de uma via 
mostrou diferença de grupo significativa (F6,51= 8.026; p< 0.0001). O pós-teste de 
comparações múltiplas de Bonferroni revelou diferença significativa entre o grupo 
controle e todos os outros grupos, exceto Res/Ex. A figura 1.12.B. mostra a variação 
do limiar nociceptivo mecânico após 14 dias do início dos tratamentos (Controle: -
0,2000 ± 0,1359g; Res/Sed: 1,627 ± 0,3906g; Res/Ex: 0,1002 ± 0,3342g; Res/Flu: 
0,9332 ± 0,4059g; Sus/Sed: 2,150 ± 0,1003g; Sus/Ex: 0,1791 ± 0,3315g; Sus/Flu: 
1,163 ± 0,5080g). O teste ANOVA de uma via mostrou diferença de grupo significativa 
(F6,51= 6,222; p< 0,0001). O pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou 
diferença significativa entre o grupo controle e todos os outros grupos, exceto Res/Ex 
e Sus/Ex. A figura 1.12.C. mostra a variação do limiar nociceptivo mecânico após 21 
dias do início dos tratamentos (Controle: -0,2801 ± 0,1100g; Res/Sed: 1,373 ± 
0,3232g; Res/Ex: 0,1668 ± 0,2732g; Res/Flu: 0,8576 ± 0,3391g; Sus/Sed: 1,643 ± 
0,3414g; Sus/Ex: -0,03313 ± 0,1896g; Sus/Flu: -0,06675 ± 0,3182g). O teste ANOVA 
de uma via mostrou diferença de grupo significativa (F6,52= 7,826; p< 0,0001). O pós-
teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou diferença significativa entre o 
grupo controle e todos os outros grupos, exceto Res/Ex, Sus/Ex e Sus/Flu. A figura 
1.12.D. mostra a variação do limiar nociceptivo mecânico após 28 dias do início dos 
tratamentos (Controle: -0,2944 ± 0,1334g; Res/Sed: 0,8666 ± 0,1078g; Res/Ex: -
0,1208 ± 0,2251g; Res/Flu: 1,030 ± 0,4265g; Sus/Sed: 0,7237 ± 0,2125g; Sus/Ex: 
0,07300 ± 0,1754g; Sus/Flu: 0,2916 ± 0,3242g). O teste ANOVA de uma via mostrou 
diferença de grupo significativa (F6,51= 3,516; p< 0,01). Assim como 21 dias após o 
início dos tratamentos, o pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou 
diferença significativa entre o grupo controle e todos os outros grupos, exceto Res/Ex, 





Figura 1.12. Efeito anti-hiperalgésico do exercício físico: teste Von Frey eletrônico. O gráfico 
mostra a avaliação do limiar nociceptivo mecânico dos grupos experimentais avaliado 7 (A), 14 (B), 21 
(C) e 28 (D) dias após o início do exercício físico voluntário (** p<0,01, diferente do controle; *** p<0,001, 
diferente do controle; **** p<0,0001, diferente do controle; N=5-15) São apresentadas as médias de 
cada grupo em cada dia ± erro padrão da média. Res/Sed = resiliente sedentário; Res/Ex = resiliente 
exercitado; Res/Flu = Resiliente fluoxetina; Sus/Sed = Suscetível sedentário; Sus/Ex = Suscetível 
exercitado; Sus/Flu = Suscetível fluoxetina. 
 Após 30 dias de iniciados os tratamentos realizamos a avaliação do limiar 
nociceptivo químico (teste da capsaicina), com o objetivo de ampliar a investigação 
do efeito anti-hiperalgésico. Os resultados são apresentados na figura 1.13. e 
mostram o número de flinches quantificados durante 5 minutos após a injeção da 
capsaicina. Neste teste ambos os tratamentos (exercício e fluoxetina) reduziram o 
número de flinches quando comparados ao grupo controle (Controle: 53.67 ± 1.489; 
Res/Sed: 61.60 ± 0.8718; Res/Ex: 53.75 ± 1.750; Res/Flu: 36.50 ± 1.190; Sus/Sed: 
65.43 ± 1.986; Sus/Ex: 46.25 ± 3.004; Sus/Flu: 34.50 ± 1.210. O teste ANOVA de uma 
via mostrou diferença de grupo significativa (F6,52= 39.90; p< 0.0001). o pós-teste de 










































































































































































































































































































































controle e o grupo Res/Sed (p < 0.05), Res/Flu (p < 0.0001), Sus/Sed (p < 0.0001), 
Sus/Ex (p < 0.05) e Sus/Flu (p < 0.0001).  
 
 
Figura 1.13. Efeito anti-hiperalgésico do exercício físico: teste da capsaicina. O gráfico mostra o 
número de flinches (ato de levantar a pata reflexamente) dados por cada grupo experimental após 30 
dias de tratamento (* p < 0,05, diferente do controle; **** p < 0,0001, diferente do controle; N=5-15). 
São apresentadas as médias de cada grupo ± erro padrão da média. Res/Sed = resiliente sedentário; 
Res/Ex = resiliente exercitado; Res/Flu = Resiliente fluoxetina; Sus/Sed = Suscetível sedentário; Sus/Ex 
= Suscetível exercitado; Sus/Flu = Suscetível fluoxetina. 
1.5.1.5. Os camundongos resilientes apresentaram maior volume de corrida 
comparados aos camundongos suscetíveis. 
 O volume diário de corrida dos grupos exercitados está sendo apresentado na 
figura 1.14. Embora a análise estatística com ANOVA de duas vias tenha mostrado 
um efeito de tempo (F30,330 = 12,54; p < 0,0001), o pós-teste de Bonferroni não 
apresentou nenhuma diferença significativa entre os grupos. Entretanto, ao analisar o 
volume total de corrida durante os 31 dias de experimentação (figura 1.15.A.) é 
possível notar que os animais resilientes correram uma distância maior em 
comparação com os suscetíveis (p < 0,05). Além disso, os animais resilientes 
apresentaram maior média diária de quilômetros percorridos (figura 1.15.B.) em 


























































Figura 1.14. Avaliação do volume de corrida – distância percorrida em cada dia experimental. O 
gráfico mostra os quilômetros corridos pelos indivíduos em cada um dos dias após a última subjugação 
social. (N=5-8). As setas verdes indicam os dias em que foi realizado o teste do limiar nociceptivo 
mecânico (Von Frey eletrônico); as setas pretas indicam os dias em que foi realizado o teste de 
interação social. São apresentadas as médias de cada grupo em cada dia ± erro padrão da média. 
 
 
Figura 1.15. Avaliação do volume de corrida – distância total e média. (A) volume total de corrida 
(em Km) de cada grupo durante todo o desenvolvimento do experimento (31 dias). (B) média do volume 
diário de corrida (em Km) de cada grupo. (* p < 0,05, diferente do resiliente; N= 5-8). As setas verdes 
indicam os dias em que foi realizado o teste do limiar nociceptivo mecânico (Von Frey eletrônico); as 
setas pretas indicam os dias em que foi realizado o teste de interação social. São apresentadas as 
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1.5.2.  Etapa B 
1.5.2.1. O exercício físico preveniu o comportamento do tipo depressivo de 
esquiva social induzido pelo estresse por subjugação social repetida. 
 Após 18 dias tendo acesso à roda de exercício físico voluntário, os 
camundongos foram submetidos ao protocolo de estresse por subjugação social 
repetida. A avaliação do comportamento do tipo depressivo de esquiva social foi 
realizada através do teste de interação social acima descrito, 24h após o término da 
subjugação social repetida. O resultado é apresentado na figura 1.16. A análise 
estatística com ANOVA de uma via mostrou um efeito de grupo significativo (F3,34 = 
3,198; p = 0,0356). O pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni mostrou 
diferença significativa somente entre o grupo sedentário não estressado e o grupo 
sedentário estressado (p < 0,05). Ou seja, podemos notar que o grupo de animais que 
praticou exercício físico antes da subjugação social possui uma média de IS 
estatisticamente semelhante aos grupos não estressados, diferentemente aos 
indivíduos do grupo sedentário que também sofreram a subjugação social repetida. 
Assim sendo, fica evidente que o exercício físico protegeu os indivíduos de 
desenvolverem um comportamento do tipo depressivo de esquiva social 
(sedentário/não estressado: 2,093 ± 0,2276; exercício/não estressado: 1,715 ± 
0,1712; sedentário/estressado: 0,7200 ± 0,1402; exercício/estressado: 1,880 ± 
0,6500). 
 
Figura 1.16. Efeito preventivo do exercício físico sobre o comportamento de esquiva social 
induzido pelo estre social. Índice de Interação Social - Zona de interação (IS) - razão entre o tempo 
na zona de interação na sessão target dividido pelo tempo na zona de interação na sessão no-target. 
(** p < 0,01, diferente do grupo sedentário/não estressado; N=9-10). São apresentadas as médias de 
cada grupo ± erro padrão da média. Sed/NE = sedentário não estressado; Ex/NE = exercitado não 












































1.5.2.2. O exercício físico preveniu a hiperalgesia induzida pelo estresse por 
subjugação social repetida. 
 A avaliação do limiar nociceptivo mecânico foi realizada 24h após o teste de 
interação social, utilizando como valor basal a medida realizada 24h antes do início 
da subjugação social. O resultado é apresentado na figura 1.17. A análise estatística 
com ANOVA de uma via mostrou um efeito de grupo significativo (F3,36 = 29,07; p < 
0,0001). O pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni mostrou que há 
diferença estatística significativa entre o grupo sedentário estressado e todos os 
outros grupos (p < 0,0001). Isso mostra que o exercício físico foi eficaz em proteger 
os indivíduos do desenvolvimento de hiperalgesia mecânica induzida pelo estresse 
social, já que não houve diferença estatística entre o grupo sedentário não estressado 
e exercício estressado (sedentário/não estressado: 0,0549 ± 0,0987; exercício/não 
estressado: 0,2750 ± 0,2660; sedentário/estressado: 2,803 ± 0,3227; 
exercício/estressado: 0,4316 ± 0,2056). 
 
Figura 1.17. Efeito preventivo do exercício física sobre a hiperalgeisa mecânica induzida pelo estresse 
social. o gráfico mostra a variação do limiar nociceptivo mecânico dos grupos experimentais avaliado 
24h após o teste de interação social (**** p < 0,0001, diferente de todos os outros grupos; N=10). São 
apresentadas as médias de cada grupo ± erro padrão da média. Sed/NE = sedentário não estressado; 










































1.5.2.3. O estresse por subjugação social repetida provocou menor volume de 
corrida dos camundongos. 
 Após 19 dias com acesso livre à roda de atividade, os camundongos do grupo 
estressado foram submetidos à 10 dias consecutivos de estresse por subjugação 
social enquanto os animais do grupo controle foram manipulados conforme protocolo. 
Até o início do estresse, os camundongos de ambos os grupos apresentaram o 
mesmo padrão de comportamento de corrida (figura 1.18.). A análise estatística por 
múltiplos testes T (significância estatística determinada pelo método de Holm-Sidak, 
com alfa = 5,000%) mostrou que, após o início do estresse, os camundongos 
apresentaram queda no acesso à roda de atividade até o dia 36 (8 dias após a última 
sessão de estresse social), enquanto que os camundongos do grupo controle 
mantiveram constante o volume de corrida diário.  
 
Figura 1.18. Avaliação do volume de corrida – distância percorrida por dia experimental. O gráfico 
mostra os quilômetros corridos pelos camundongos em cada um dos dias de experimentação. (* p < 
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 Em linhas gerais, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o 
exercício físico voluntário realizado em uma roda de atividade para camundongos 
exerceu importantes efeitos preventivos e terapêuticos sobre o comportamento do tipo 
depressivo de esquiva social e sobre a hiperalgesia induzidos por subjugação social 
repetida. Interessante notar que poucos estudos até o momento avaliaram o efeito do 
estresse por subjugação social repetida sobre o comportamento de resposta a 
estímulos nociceptivos. 
 Demonstramos recentemente que o protocolo de estresse por subjugação 
social repetida foi capaz de gerar hiperalgesia tanto nos camundongos suscetíveis 
quanto nos resilientes (Pagliusi Jr. et al., 2018) e, como mostra a figura 1.10., 
conseguimos replicar este resultado no presente estudo. Replicamos também a 
persistência do comportamento do tipo depressivo de esquiva social, que durou pelo 
menos até 28 dias após o fim do estresse por subjugação social repetida, como 
descrito por Berton et al. (2006) (figura 1.11.).  Além disso, avançamos aqui 
demonstrando que a hiperalgesia induzida pelo estresse social em camundongos é 
persistente por pelo menos até 28 dias após o final do protocolo de estresse por 
subjugação social repetida, revelando um quadro que pode mimetizar condições 
clínicas de dor crônica (figura 1.12.). Interessante ressaltar que mesmo o grupo 
resiliente, o qual não expressa comportamento de esquiva social, apresentou 
hiperalgesia que persistiu por até 28 dias após o fim do estresse por subjugação social 
repetida.  
No contexto de estresse crônico de natureza não social é possível encontrar na 
literatura diversos estudos que demonstraram indução de um quadro hiperalgésico, 
embora sejam estudos que não analisaram possíveis comportamentos do tipo 
depressivos induzidos pelos modelos de estresse utilizados (Satoh et al., 1992; 
Gameiro et al., 2006; da Silva Torreset al., 2003; Bradesi et al., 2005; Khasar et al., 
2005; Suarez-Roca et al., 2006; Rivat et al., 2007). Já no contexto de estresse crônico 
de natureza social, há raros relatos na literatura mostrando indução de um quadro de 
hiperalgesia. Nesse cenário, além do já citado trabalho recém publicado pelo nosso 
grupo (Pagliusi Jr. et al., 2018), um único estudo investigou comportamento de 
resposta nociceptiva utilizando um modelo de subjugação social (Rivat et al., 2010). 
Neste estudo Rivat et al. (2010) empregaram o teste do Von Frey de filamento, não o 
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eletrônico, e também o teste de Randall-Selitto para investigar as respostas 
nociceptivas de ratos – e não de camundongos, como no presente estudo – 
submetidos a um protocolo mais brando de estresse por subjugação social repetida, 
que consistiu de apenas quatro dias consecutivos de sessões diárias de subjugação 
social. Tais sessões foram compostas por apenas um período de 30 minutos de 
contato sensorial seguido de 15 minutos de contato físico-corporal agonístico. Nesse 
estudo os autores observaram que a hiperalgesia provocada por esta forma de 
estresse social permanece por até 14 dias após o término das sessões de subjugação, 
diferentemente dos 28 dias constatados por nós. Talvez a maior intensidade e duração 
do protocolo de estresse social empregado no presente estudo, além das diferenças 
fisiológicas entre ratos e camundongos, possam explicar a maior persistência da 
hiperalgesia apresentada pelos nossos animais. 
 Assim sendo, uma vez estabelecido que a hiperalgesia e o comportamento de 
esquiva social induzidos pelo estresse por subjugação social repetida são 
persistentes, a adoção do exercício físico como ferramenta terapêutica se torna ainda 
mais relevante, pois é justamente nesse contexto de dor crônica e de depressão que 
o exercício físico regular vem sendo muito utilizado na clínica como intervenção não 
farmacológica (Hayden et al., 2005; Danielsson et al., 2013; Stanton e Reaburn, 2014; 
Ambrose e Golightly, 2015). Dessa forma, corroborando tais observações clínicas, 
este estudo conseguiu demonstrar a eficácia do exercício físico em reverter os 
comportamentos de esquiva social e nociceptivo induzidos pelo estresse por 
subjugação social repetida; demonstrando, assim, claro efeito antidepressivo e anti-
hiperalgésico. 
 Analisando a figura 1.11. podemos observar que, após 15 dias de exercício, o 
índice de interação social (IS) dos camundongos do grupo suscetível ultrapassou o 
valor estabelecido por Golden et al. (2011) para considerar os indivíduos resilientes e, 
após 29 dias de exercício, o IS desses camundongos se igualou ao do grupo controle 
e resiliente; sendo que os camundongos suscetíveis sedentários continuaram com 
comportamento do tipo depressivo de esquiva social mesmo após 29 dias do fim do 
estresse por subjugação social. Já no contexto da dor hiperalgesia induzida pelo 
estresse por subjugação social repetida, analisando a figura 1.12. podemos observar 
que os animais resilientes retornaram aos valores basais de limiar nociceptivo 
mecânico após 7 dias de exercício físico voluntário e, os suscetíveis, após 14 dias. 
Além disso, a figura 1.13. mostra também que o exercício físico teve um efeito anti-
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hiperalgésico diante de estímulo nociceptivo químico (teste da capsaicina). Essa 
diferença temporal entre os animais do grupo suscetível e do grupo resiliente em 
retornar aos valores basais de limiar nociceptivo mecânico poderia ser explicada pelo 
fato dos camundongos do grupo suscetível exercitado terem corrido menos do que os 
do grupo resiliente exercitado (figura 1.15.). Entretanto, mesmo com um volume 
menor de exercício e uma latência maior para o efeito anti-hiperalgésico, os 
camundongos suscetíveis obtiveram benefícios produzidos pelo exercício regular na 
roda de atividade.  
 De fato, muitos estudos mostram que mesmo pouco tempo de exercício físico 
já é capaz de reverter comportamentos do tipo depressivo e de hiperalgesia (Kuphal 
et al., 2007; Naugle et al., 2012; Otsuka et al., 2015; Whitehead et al., 2017). Isso 
sugere uma importante diferença neuroplástica em estruturas cerebrais específicas, 
entre os camundongos resilientes e suscetíveis, proporcionando uma melhor condição 
inicial para os resilientes que responderam mais rápido aos efeitos do exercício.  
 Importante destacar alguns trabalhos que corroboram os efeitos terapêuticos 
do exercício físico observados no presente estudo. O grupo de Hooten et al. (2012), 
por exemplo, concluiu em seu estudo clínico que exercício regular aeróbio e de força 
possuem efeitos equivalentes na redução da dor em pacientes com fibromialgia, uma 
condição de dor crônica que, como mencionada anteriormente, possui estreita 
associação com a depressão.  Já o grupo de Whitehead et al. (2017) demonstrou que 
o exercício físico voluntário regular é capaz de reverter aos valores basais a 
hiperalgesia induzida por ligadura de nervo ciático em animais. O grupo de Kuphal et 
al. (2007) demonstrou que a natação reduz o comportamento de hipersensibilidade 
induzidos pelos modelos de dor persistente da formalina e da ligadura de nervo ciático 
em ratos (Kuphal et al., 2007). Mais especificamente, observaram que 7 dias de 
natação promoveram redução da hiperalgesia térmica induzida pela ligadura do nervo 
ciático em roedores (Kuphal et al., 2007). Semelhantemente, sete dias também foram 
suficientes para reverter a hiperalgesia mecânica induzida pelo estresse social nos 
camundongos resilientes do presente estudo (figura 1.12.). 
 Importante salientar que a maioria dos estudos com animais supracitados 
utilizaram algum tipo de exercício físico forçado. Interessante notar ainda que, mesmo 
tendo o viés do estresse associado a esses tipos de exercícios, houve um efeito anti-
hiperalgésico associado à atividade, ou seja, um efeito benéfico para o indivíduo. 
Entretanto, nosso grupo acredita que o exercício físico voluntário mimetiza melhor os 
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aspectos da atividade física humana: seres evolutivamente forjados para correr 
deliberadamente (Mattson, 2012). Além disso, também é importante salientar que não 
foi encontrado nenhum estudo que analisou, em conjunto, o efeito anti-hiperalgésico 
e antidepressivo do exercício físico em camundongos, credenciando ainda mais o 
presente estudo.  
 Um estudo que, indiretamente, aproximou os universos de dor, depressão e 
exercício físico foi o do grupo de Bobinski et al. (2016). Neste estudo, utilizando 
exercício físico forçado em esteira, constataram que duas semanas de exercício físico 
foram suficientes para reverter a dor neuropática induzida por ligadura de ciático em 
ratos. Além disso, eles também observaram que esse efeito induzido pelo exercício 
físico era consequência de um aumento da neurotransmissão serotoninérgica no 
tronco encefálico (Bobinski et al., 2016). Importante relembrar que os principais 
medicamentos antidepressivos utilizados na clínica são inibidores da recaptação de 
serotonina, ou seja, possuem como principal ação molecular o aumento da 
neurotransmissão serotoninérgica no encéfalo do indivíduo (Willner et al., 2013). Ou 
seja, esse mecanismo observado por Bobinski et al. (2016) poderia explicar também 
os mecanismos moleculares envolvidos no efeito antidepressivo do exercício físico 
constatado no presente estudo (figura 1.11.). 
 Assim sendo, no contexto da depressão outros estudos corroboram com 
diferentes aspectos e abordagens os resultados obtidos no presente estudo. Otsuka 
et al. (2015), por exemplo, utilizando um protocolo mais curto de estresse por 
subjugação social (5 dias), observaram que duas horas de exercício físico voluntário 
em roda de atividade logo após as sessões de estresse reduziu a esquiva social em 
camundongos. Em outro estudo interessante, Eldomiaty et al. (2017) constataram em 
ratos uma melhora nos comportamentos do tipo depressivo - induzidos por choque 
repetido na pata - após três semanas de exercício físico voluntário em roda de 
atividade. Observaram ainda que os níveis séricos e hipocampais de BDNF 
aumentaram nos indivíduos exercitados em comparação aos indivíduos sedentários 
com comportamento do tipo depressivo (Eldomiaty et al., 2017). Este último resultado 
é bem interessante, pois mostra o exercício físico mimetizando a ação de 
antidepressivos, os quais aumentam os níveis de BDNF no hipocampo e na corrente 
sanguínea (Castrén e Rantamäki, 2010). Nesse mesmo contexto de estresse físico 
como indutor de comportamento do tipo depressivo, Lee et al. (2015) observaram que 
30 minutos de exercícios diários em esteira durante 4 semanas foi capaz de reverter 
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comportamentos do tipo depressivo induzidos pelo protocolo de estresse moderado 
crônico em ratos. 
 Lapmanee et al. (2013) utilizaram uma abordagem semelhante a do presente 
estudo, já que compararam os efeitos antidepressivos do exercício físico com o 
tratamento com fluoxetina. Eles observaram que quatro semanas de exercício físico 
voluntário em roda de atividade foi capaz de reverter comportamentos de ansiedade 
e do tipo depressivo em ratos submetidos a quatro semanas de contenção física, um 
modelo que induz comportamentos do tipo depressivo. Eles ainda mostraram que os 
efeitos dessas quatro semanas de exercício físico eram semelhantes aos do uso 
crônico de antidepressivos como a fluoxetina (Lapmanee et al., 2013). 
Semelhantemente, comparando os efeitos da fluoxetina e do exercício físico, Shafia 
et al. (2017) demonstraram que 4 semanas de exercícios moderados na esteira e 
quatro semanas de tratamento com fluoxetina foram capazes de reverter os 
comportamentos do tipo depressivo e de ansiedade e a diminuição dos níveis de 
BDNF do hipocampo induzidos por um modelo de estresse pós-traumático em ratos. 
 No que se refere aos efeitos preventivos do exercício físico (etapa B), no 
presente estudo constatamos que o acesso prévio à roda de atividade por 18 dias foi 
capaz de prevenir completamente o comportamento de esquiva social e a hiperalgesia 
induzidos pelo estresse por subjugação social repetida (figuras 1.16. e 1.17., 
respectivamente). Além disso, constatamos também que o início do estresse por 
subjugação social diminuiu o volume de corrida dos camundongos (figura 1.18.). 
 Nesse contexto, é interessante citar o trabalho de Greenwood et al. (2013), que 
analisaram os efeitos de exercícios forçados (esteira e roda de atividade motorizada) 
e da roda de atividade voluntária em comportamentos do tipo depressivo em ratos. Os 
ratos deste estudo tiveram acesso a esses tipos de exercício (sendo cada grupo um 
tipo de exercício diferente) todos os dias durante 6 semanas. Após a terceira semana 
de exercício, os animais receberam choques diários na pata durante as três semanas 
seguintes, como forma de indução de comportamentos de ansiedade e do tipo 
depressivo. Os pesquisadores observaram que os exercícios na roda de atividade, 
tanto forçado quanto voluntário, impediram o estabelecimento dos comportamentos 
de ansiedade e do tipo depressivo que naturalmente são induzidos pelo modelo; esse 
resultado não foi verdadeiro para o exercício de esteira (Greenwood et al., 2013). Além 
disso, observaram também que lesões prévias no córtex pré-frontal medial não 
eliminaram os efeitos preventivos do exercício físico; isso sugere que essa região 
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cerebral não é crítica para esse tipo de resposta (Greenwood et al., 2013). Em outro 
estudo do mesmo grupo de pesquisadores foi constatado que um protocolo de 6 
semanas de exercício físico voluntário em roda de atividade foi capaz de prevenir a 
redução na exploração social, do medo exagerado gerado por choques e déficits na 
aprendizagem de fuga induzidos por estresse incontrolável crônico (Greenwood et al., 
2012). Esses efeitos preventivos do exercício físico persistiram por 15 dias, mas se 
extinguiu 25 dias depois de cessarem os exercícios (Greenwood et al., 2012). Outro 
possível mecanismo que poderia explicar os efeitos preventivos observados pelo 
presente estudo e por outros estudos seria o aumento de serotonina no hipocampo e 
nos núcleos da rafe induzido pelo exercício físico (Wen et al., 2014). De fato, Wen et 
al. (2014) demonstraram esse aumento, observando também que 28 dias de exercício 
em esteira, bem como 28 dias de fluoxetina, foram capazes de prevenir a expressão 
dos comportamentos do tipo depressivo induzidos por estresse imprevisível crônico 
em ratos. 
 No que diz respeito ao efeito preventivo do exercício físico sobre condições de 
hiperalgesia em animais, outros estudos já o haviam constatado, porém não 
empregando o modelo do estresse por subjugação social repetida. Detloff et al. 
(2014), por exemplo, induziram dor neuropática por lesão na medula espinhal em ratos 
e constataram que exercício físico na roda de atividade motorizada por nove semanas 
foi capaz de aliviar a dor medida pelo von Frey. Além disso, um estudo mais recente 
constatou que um protocolo de 6 semanas de exercício físico em roda de atividade 
voluntária foi capaz de prevenir a hiperalgesia induzida por ligadura de nervo, sendo 
que essa prevenção persistiu pelos 3 meses de duração da lesão em ratos (Grace et 
al., 2016). O grupo de Sluka também mostrou o efeito preventivo do exercício físico 
no contexto da dor (Leung et al., 2016). Nesse estudo, camundongos tiveram livre 
acesso a uma roda de atividade voluntária durante 8 semanas, constatando que esse 
volume de exercício foi capaz de prevenir a hiperalgesia mecânica induzida pela 
injeção repetida de ácido intramuscular (Leung et al., 2016). 
 É importante salientar que, pelo que foi constatado, esse é o primeiro estudo 
que utiliza o exercício físico como ferramenta terapêutica e preventiva da dor e do 
comportamento do tipo depressivo induzidos pelo estresse por subjugação social 
repetida. Esse tipo de abordagem possui grande relevância científica, pois utiliza 
como modelo de indução um tipo de estresse extremamente comum na sociedade 
humana moderna: o de natureza social. Além disso, para criar essa hipótese partimos 
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principalmente de observações clínicas que mostraram o efeito terapêutico e 
preventivo do exercício físico nas condições de dor crônica e de depressão. Por fim, 
o efeito placebo é um fator importante nos estudos de ensaios clínicos, podendo gerar 
interpretações equivocadas dos resultados (Vase e Wartolowska, 2019). O efeito 














 A partir dos resultados obtidos até o momento, podemos concluir que o 
exercício físico voluntário em roda de atividade exerceu robusto efeito terapêutico e 
preventivo para a hiperalgesia e para o comportamento do tipo depressivo de esquiva 
social induzidos pelo estresse por subjugação social repetida em camundongos; 
reforçando a sua recomendação na abordagem clínica para dor crônica e depressão 
em humanos. Além disso, demonstramos que a hiperalgesia induzida pelo estresse 
por subjugação social repetida é crônica, podendo por durar por 4 semanas. 
Finalmente, podemos concluir também que os camundongos suscetíveis apresentam 
menor volume de corrida do que os camundongos resilientes, embora ainda colham 









                      1.8.  Anexos 
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1.8.1. Pôster apresentado na XLII Reunião Anual da Sociedade 
Brasileira de Neurociência e Comportamento (SBNeC), Campos do 

















1.8.2. Apresentação oral na XLII Reunião Anual da Sociedade 
Brasileira de Neurociência e Comportamento (SBNeC) no módulo 
temático “Aspectos neurobiológicos da dor emoção e da dor”, 































































                        Capítulo 2   
As fibras neurais NAv 1.8+ participam da 
hiperalgesia induzida pelo estresse por subjugação 













Recentemente, os canais de sódio dependentes de voltagem (Nav) começaram 
a ser estudados como possíveis alvos para drogas analgésicas. As isoformas Nav 1.7, 
Nav 1.8 e Nav 1.9 são especialmente associadas aos nociceptores e a perda de 
função desses canais é comumente associada à analgesia. Além disso, atualmente 
estão sendo utilizados bloqueadores específicos de Nav 1.8 para tratar alguns tipos 
de patologias de dor crônicas, como neuropatias em geral e fibromialgia. A 
fibromialgia, no entanto, está sendo considerada por alguns autores como um 
distúrbio do espectro depressivo, uma vez que etiologias e sintomas são 
compartilhados por essas condições. A partir disso, usando um modelo de estresse 
por subjugação social (SDS) e injeções intratecais de antisense para Nav 1.8, este 
estudo investigou o possível envolvimento de fibras nociceptivas que expressam Nav 
1.8 (Nav 1.8+) na hiperalgesia induzida por SDS em camundongos, discutindo a 
relação dessa condição com fibromialgia. Os camundongos foram submetidos ao 
protocolo SDS e, posteriormente, ao teste de limiar nociceptivo mecânico (von Frey 
eletrônico). Em seguida, os camundongos receberam 4 dias consecutivos de injeções 
intratecais de antisense ou mismatch para Nav 1.8 e foram novamente avaliados no 
teste de limiar nociceptivo mecânico e no teste nociceptivo químico (teste de 
capsaicina). Após 1 semana, foi realizado mais um teste de limiar nociceptivo 
mecânico. Avaliamos a eficácia do antisense por PCR em tempo real de amostras dos 
gânglios da raiz dorsal (DRG) L4, L5 e L6. Nossos resultados mostraram que o SDS 
induziu um comportamento do tipo depressivo de esquiva social e aumentou a 
sensibilidade a estímulos nociceptivos mecânicos. Também mostramos que a injeção 
intratecal de antisense para Nav 1.8 reverteu a hiperalgesia induzida por SDS, como 
demonstrado nos testes nociceptivos mecânicos e químicos. Além disso, uma semana 
após o final das injeções intratecais, os camundongos injetados com antisense 
voltaram a apresentar hiperalgesia induzida por SDS. Confirmamos a eficácia do 
antisense por meio da PCR em tempo real, que mostrou uma redução significativa do 
mRNA de Nav 1.8 nos DRGs L4, L5 e L6. 
2.1.2. Abstract 
Recently the voltage-gated sodium (Nav) channels began to be studied as 
possible targets for analgesic drugs. The Nav 1.7, Nav 1.8 and Nav 1.9 isoforms are 
especially associated with nociceptors and loss-of-function of these channels is 
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commonly associated with analgesia. In addition, specific Nav 1.8 blockers are 
currently being used to treat some types of chronic pain pathologies such as 
neuropathies in general and fibromyalgia. Fibromyalgia, however, is being considered 
by some authors as a depressive spectrum disorder, since etiologies and symptoms 
are shared by these conditions. From this, using a model of chronic social defeat stress 
(SDS) and intrathecal injections of Nav 1.8 antisense this study investigated the 
possible involvement of Nav 1.8+ nociceptive fibers in SDS-induced hyperalgesia in 
C57/BL mice, discussing the relationship of this condition with fibromyalgia. C57BL 
mice were submitted to the SDS protocol and, after that, to mechanical nociceptive 
threshold test (electronic von Frey test). Following, mice received 4 consecutive days 
of intrathecal injections of antisense or mismatch for Nav 1.8 and were again evaluated 
in the mechanical nociceptive threshold test and in the chemical nociceptive test 
(capsaicin test). After 1 week, one more mechanical nociceptive threshold test was 
performed. We tested the antisense efficacy through real time PCR in the L4, L5 and 
L6 dorsal root ganglia (DRG). Our results showed that SDS induced a depressive-like 
behavior of social avoidance and increased the sensitivity to mechanical nociceptive 
stimuli. We also showed that intrathecal injection of Nav 1.8 antisense reversed the 
SDS-induced hyperalgesia as demonstrate by both mechanical and chemical 
nociceptive tests. Also, 1 week after the end of the intrathecal injections, mice injected 
with antisense returned to present hyperalgesia induced by SDS. We confirmed the 
antisense efficacy through real-time PCR, which showed a significant reduction of Nav 

















2.2.1. Canais de sódio dependentes de voltagem (Nav) 
Os canais de sódio dependentes de voltagem (Nav) são proteínas 
heteromultiméricas integrais de membrana, pertencentes a uma superfamília de 
canais iônicos que se abrem e fecham em resposta a mudanças no potencial de 
membrana celular (Catterall, 2000; Calhoun e Isom, 2014). Através de experimentos 
realizados em axônios gigantes de lula, Hodgkin e Huxley identificaram o mecanismo 
básico da excitabilidade elétrica celular, o qual parece ser universal em todas as 
células excitáveis (Kandel, 2013). Os pesquisadores descreveram que os canais 
dependentes de voltagem conduzem corrente de sódio (Na+) para dentro, seguida de 
corrente de potássio (K+) para fora da célula (Kandel, 2013). Atualmente, entretanto, 
sabe-se que existem múltiplas famílias de canais de sódio e de potássio dependentes 
de voltagem codificados por genes expressos em diferentes células nervosas e 
musculares (Kandel, 2013).  
Especialmente os canais de sódio dependentes de voltagem (Nav) são 
componente chave para o início e a propagação de sinais elétricos (potenciais de 
ação) em tecidos excitáveis, principalmente em neurônios sensoriais. Os neurônios 
sensoriais, por sua vez, podem expressar múltiplas isoformas de Nav com certa 
especificidade para cada tipo de fibra sensorial, isto é, cada tipo de fibra expressa 
preferencialmente uma isoforma específica de Nav (Calhoun e Isom, 2014; Kwong e 
Carr, 2015). Esta característica torna esses canais um excelente alvo para drogas 
anestésicas e também um importante alvo terapêutico para controlar padrões de 
disparos elétricos patológicos que ocorrem em condições como epilepsia, arritmias 
cardíacas e dor crônica (Bagal et al., 2015). 
A natureza essencial dos Nav é enfatizada pela existência de distúrbios 
hereditários causados por mutações nos genes que codificam essas proteínas 
(George, 2005), gerando perda de função destes canais em síndromes chamadas de 
canalopatias (do inglês channelopathies). Estas canalopatias manifestam-se tanto no 
tecido muscular estriado esquelético (e.g. miastenia), quanto em tecido muscular 
cardíaco (e.g. alguns tipos de arritmias) e também em tecido nervoso central (e.g. 
epilepsia generalizada) e periférico (e.g. eritermalgia primária familiar) (George, 2005).  
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Além disso, muitas canalopatias vêm sendo associadas com perda de função 
de isoformas específicas de Nav. A síndrome do intestino irritável, por exemplo, 
caracterizada por anormalidades na motilidade gastrointestinal e no processamento 
sensorial visceral, já foi associada com perda de função da isoforma Nav 1.5 (Beyder 
et al., 2014). Já a perda de função da isoforma Nav 1.4, canal de sódio voltagem 
dependente predominante e essencialmente exclusivo do tecido muscular, tem sido 
associada com ataxia e arritmia cardíaca (Calhoun e Isom, 2014). As isoformas Nav 
1.7, Nav 1.8 e Nav 1.9, que são preferencialmente expressas nos neurônios sensoriais 
periféricos (particularmente nos nociceptores), estão sendo associados com 
diferentes tipos de neuropatias e condições de dor crônica (Kwong and Carr, 2015). 
No geral pode-se afirmar, com poucas exceções, que ganho de função destas 
isoformas de Nav gera um quadro de hiperalgesia e perda de função gera analgesia 
(Kwong and Carr, 2015). 
Neste cenário é importante destacar a atividade da isoforma Nav 1.8. Os 
neurônios que expressam Nav 1.8, aqui chamados de neurônios Nav 1.8+, são 
essencialmente especializados para transmitir informação de dor inflamatória e dor 
decorrente de estímulos de frio e mecânicos, sendo essencialmente expressos em 
fibras nociceptivas do tipo C (Brouwer et al., 2014). Algumas mutações que geram 
ganho de função nestes canais já foram inclusive descritas e são associadas com 
neuropatias dolorosas (Faber et al., 2012; Huang et al., 2013; Han et al., 2014). De 
fato, muito tem sido discutido sobre o uso e desenvolvimento de drogas analgésicas 
capazes de bloquear a ação dos Nav 1.8 (Momin e Wood, 2008; Hesselink, 2018). 
Uma vez que os canais Nav 1.8 são principalmente expressos em fibras nociceptivas, 
o seu específico bloqueio não geraria os efeitos colaterais dos bloqueadores de amplo 
espectro de canais de sódio. Dessa forma, bloqueadores seletivos de Nav 1.8 estão 
sendo testados para tratar alguns tipos de patologias dolorosas crônicas como 
neuropatias em geral e até mesmo fibromialgia (Jarvis et al., 2007; Momin and Wood, 
2008; Kern and Schwickert, 2017; Martínez-Martínez et al., 2017). 
2.2.2. Fibromialgia 
A síndrome fibromiálgica, ou simplesmente fibromialgia, tem sido considerada 
desde doença autoimune até doença infecciosa ou somática (Borchers e Gershwin, 
2015), embora não haja evidências concretas de que a fibromialgia seja autoimune ou 
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infecciosa. Entretanto, devido à sua ampla inclusão nessas categorias e ao fato de ser 
comumente avaliada e tratada por reumatologistas, a fibromialgia se torna uma 
síndrome ideal para discussão em uma ampla variedade de especialidades (Borchers 
e Gershwin, 2015). 
O sintoma central da fibromialgia é dor crônica difusa, embora este não seja 
necessariamente o sintoma que mais incomoda o paciente. Ao invés disso, muitos 
pacientes relatam que os piores sintomas da síndrome seriam a rigidez matinal, fadiga 
e sono não restaurador (Bennett et al., 2007). Em consequência, a fibromialgia possui 
um critério de diagnóstico peculiar com muitos sintomas em comum com transtornos 
depressivos maiores, tais como os últimos sintomas supracitados (Borchers e 
Gershwin, 2015). 
De fato, há uma elevada taxa de comorbidade entre fibromialgia e transtornos 
depressivos, o que tem levantado a possibilidade da fibromialgia e depressão serem 
parte de um mesmo espectro de desordem, compartilhando inclusive etiologias 
(Maletic e Raison, 2009; Borchers e Gershwin, 2015). Fibromialgia e transtornos 
depressivos compartilham também algumas características patofisiológicas como 
hiperatividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal e disponibilidade e função 
comprometidas de uma variedade de neurotransmissores, tais como serotonina e 
dopamina (Borchers e Gershwin, 2015). Além disso, o transtorno de estresse pós-
traumático tem emergido como o mais importante transtorno de ansiedade em 
pacientes com fibromialgia, evidenciando a grande relação dessa patologia com 
estresse (Roy-Byrne et al., 2004); outra condição compartilhada com depressão 
(Pittenger e Duman, 2008).  
Ainda sobre a relação entre fibromialgia e depressão, sabe-se que as drogas 
mais eficazes para o tratamento da fibromialgia são os antidepressivos 
monoaminérgicos, também altamente eficazes no alívio de dores crônicas de um 
modo geral. Em conjunto, estas evidências apoiam a hipótese de que a fibromialgia 
seria, na verdade, um distúrbio dentro do espectro dos transtornos depressivos (Jann 
e Slade, 2007; Clauw, 2008; Robinson et al., 2009; Borchers and Gershwin, 2015). 
Apesar do crescente conhecimento que vem sendo adquirido sobre a 
fibromialgia, atualmente é uma síndrome sem cura (Arnold et al., 2011; Fink e Lewis, 
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2017). Na literatura discute-se tratamentos paliativos, como os já citados 
antidepressivos monoaminérgicos, e, além disso, como discutido no primeiro capítulo 
desta tese, o exercício físico (Fink e Lewis, 2017). De fato, os estudos indicam que 
início e aumento gradual da intensidade do exercício físico melhora significativamente 
a dor e a função física dos pacientes com fibromialgia (Fink e Lewis, 2017). 
Além disso, como citado no item anterior, os bloqueadores seletivos de Nav 1.8 
estão sendo utilizados na clínica com certa eficácia para o tratamento de fibromialgia 
(Jarvis et al., 2007; Mominand Wood, 2008; Kern and Schwickert, 2017; Martínez-
Martínez et al., 2017). Isso demonstra a grande associação entre a fibromialgia e as 
fibras nociceptivas do tipo C, nas quais os canais Nav 1.8 são preferencialmente 
expressos (Brouwer et al., 2014). Esta relação é tão evidente que a fibromialgia já é 
descrita como uma neuropatia de pequenas fibras (do inglês small fiber neuropathy), 
subgrupo de neuropatias sensoriais que afetam seletivamente as fibras A-delta e, 
principalmente, as fibras C (Üçeyler, 2016). Além disso, já foi demonstrado que 
pacientes com fibromialgia possuem anormalidades morfológicas e consequente 
hiperexcitabilidade nas fibras nociceptivas do tipo C (Doppler et al., 2015; Serra et al., 
2014). 
2.2.3. Fibras C, sistema límbico e depressão 
Como citado no primeiro capítulo desta tese, os nociceptores (ou fibras 
nociceptivas) podem ser divididos em dois tipos distintos: fibra Aδ e fibra C (Gold e 
Gebhart, 2016). As fibras C possuem uma particularidade anatômica importante, 
apresentando uma estreita associação com estruturas encefálicas pertencentes ao 
sistema límbico (Almeida, Roizenblatt e Tufik, 2004; Calvino e Grilo, 2006; Campbell, 
2006; Hsieh et al., 2015; McDougall, Guo e Andresen, 2017; Olausson et al., 2002; 
Wessberg et al., 2002) que, por sua vez, é utilizado como substrato neural para o 
processamento das emoções (Rolls, 2015). 
O uso do termo “límbico” mudou bastante ao longo do tempo, mas o conceito 
de um sistema límbico ainda está em uso. O termo foi inicialmente proposto por 
Thomas Willis em 1664 para designar estruturas corticais que circundam o tronco 
encefálico, formando uma borda (limbus, borda em latim). Paul Broca em 1878 
sustentou que o grande lobo límbico era principalmente uma estrutura olfativa comum 
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a todos os cérebros de mamíferos, embora argumentasse que suas funções não se 
limitavam à olfação (Rolls, 2015).  
Atualmente, o sistema límbico compreende diversas estruturas corticais, como 
o hipocampo e o córtex cingulado, e estruturas subcorticais associadas, como os 
corpos mamilares, área septal e a amígdala (Rolls, 2015). Além disso, também são 
consideradas estruturas do sistema límbico o córtex insular, córtex pré-frontal orbital 
ventromedial, estriado ventral (que inclui o núcleo accumbens), o tálamo e o 
hipotálamo (Rolls, 2015). De forma não surpreendente, tais estruturas encefálicas 
estão intimamente associadas com os transtornos depressivos maiores, uma 
condição psiquiátrica também descrita como um transtorno emocional, e a fibromialgia 
(Bullis et al., 2019; Singh et al., 2019; Jiang et al., 2017; Otte et al., 2016). 
A partir do que foi exposto até aqui, fica claro que a fibromialgia conecta, em 
forma de síndrome, as fibras nociceptivas do tipo C, o sistema límbico e os transtornos 
depressivos maiores. Como discutido no primeiro capítulo desta tese, sabe-se que o 
estresse crônico (principalmente o de natureza social) é o grande gatilho para o 
desenvolvimento da depressão (McEwen, 2017). Dessa forma, defendemos a 
hipótese de que o estresse crônico induz alterações neuroplásticas mal adaptativas 
nas estruturas encefálicas pertencentes ao sistema límbico e que, em consequência, 
tais alterações estariam subjacentes a transtornos emocionais (como a depressão) e 
também a neuropatias de pequenas fibras (como a fibromialgia). Assim sendo, tanto 
a depressão quanto a fibromialgia seriam transtornos do estresse, justificando a alta 
comorbidade que estas condições apresentam na clínica (Maletic e Raison, 2009).  
De fato, observamos em nossos estudos que o estresse por subjugação social 
repetida (modelo animal inicialmente descrito como um modelo de depressão), além 
de induzir comportamento do tipo depressivo de esquiva social em camundongos, 
também induz hiperalgesia persistente independente do fenótipo resiliente ou 
suscetível (Pagliusi Jr. et al., 2018; Pagliusi Jr. et al., 2020). Ou seja, todos os 
camundongos submetidos ao protocolo de estresse por subjugação social repetida 
apresentavam hiperalgesia persistente mesmo não apresentando comportamento do 
tipo depressivo de esquiva social (Pagliusi Jr. et al., 2020). Isto nos fez questionar se 
este modelo de estresse social estaria mimetizando uma condição de fibromialgia, 
uma vez que o sintoma clássico desta síndrome é a dor crônica difusa e que, embora 
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haja grande comorbidade, alguns pacientes com fibromialgia não são diagnosticados 
com transtorno depressivo (Borchers e Gershwin, 2015; Maletic e Raison, 2009). 
A partir disso, testamos a hipótese de que a hiperalgesia induzida pelo estresse 
social estaria sendo mediada pelas fibras nociceptivas do tipo C (Nav 1.8+). Para isso, 
induzimos a diminuição da expressão do RNAm de Nav 1.8 (através da injeção 
intratecal de antisense) após os 10 dias de estresse por subjugação social. Em 
seguida, avaliamos a intensidade de hiperalgesia mecânica e química através do teste 
do von Frey eletrônico e da capsaicina, respectivamente. Nossa hipótese inicial foi 
confirmada, uma vez que o antisense para Nav 1.8 reverteu a dor induzida pelo 
estresse social. Este resultado também corrobora a nossa hipótese de que o modelo 
de estresse por subjugação social repetida poderia ser um bom modelo animal para 
















Esta etapa teve como objetivo avaliar a possível participação das fibras Nav 
1.8+ na dor induzida pelo estresse por subjugação social repetida.  
2.3.1. Objetivos específicos 
Como objetivos específicos foram estabelecidos: 
1) Verificar se a injeção intratecal de antisense para o canal de sódio voltagem 
dependente (Nav) 1.8 reduz a intensidade da hiperalgeisa induzida pelo 
estresse por subjugação social repetida. 
2) Verificar a eficácia do antisense em reduzir a expressão do RNAm de Nav 1.8 










 2.4. Material e Métodos 
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2.4. Material e Métodos 
Foram utilizados camundongos machos C57BL/6JUNIB com oito semanas de 
idade, 20 - 25g de peso corporal, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP 
(CEMIB) e também camundongos machos da linhagem Swiss (reprodutores 
aposentados), fornecidos pelo Laboratório Nacional Agropecuário de Campinas 
(Lanagro/SP) do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (Mapa). Durante 
todo o período experimental os animais foram mantidos em condições controladas de 
luz (ciclo 12:12 horas de claro-escuro) e temperatura (21ºC), recebendo água e ração 
ad libitum. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 
UNICAMP (CEUA/UNICAMP), protocolo número 4249-1 (ver apêndice). 
2.4.1.  Desenho experimental 
 A figura 2.1. mostra a representação gráfica do desenho experimental desta 
etapa do projeto. Brevemente, os camundongos passaram inicialmente pelo teste de 
limiar nociceptivo mecânico basal (através do teste Von Frey eletrônico, item 1.4.2.) 
e, 24 horas depois, foram ou não submetidos ao protocolo de estresse por subjugação 
social repetida (item 1.4.3.), dependendo do grupo a que foram inicialmente 
designados (descrito abaixo). Após 10 dias de manipulação experimental (com ou sem 
estresse social) foi realizado um teste de interação social (item 1.4.4.) e, no dia 
seguinte, um teste de limiar nociceptivo mecânico. Em seguida, realizamos 4 dias 
consecutivos de injeção intratecal de antisense ou mismatch, dependendo do grupo a 
que foram inicialmente designados. Um dia após a última injeção intratecal, os 
camundongos foram novamente avaliados no teste de limiar nociceptivo mecânico e, 
24 horas depois, no teste da capsaicina (item 1.4.8.). Uma semana após a última 





Figura 2.1. Representação gráfica do desenho experimental. (A) Representação gráfica do 
desenho experimental desta etapa do projeto (IS = teste de interação social). (B) Representação gráfica 
do desenho experimental realizado para validação da eficácia do antisense.  
2.4.2. Teste do limiar nociceptivo mecânico 
O teste do limiar nociceptivo mecânico já foi descrito no item 1.4.2. deste 
documento. 
2.4.3. Estresse por subjugação social repetida 
 O protocolo de estresse por subjugação social repetida já foi descrito no item 
1.4.3. deste documento. O protocolo completo deste modelo foi descrito por Golden 
et al. (2011) e por Pagliusi Jr. e Sartori (2019). 
2.4.4. Teste de interação social 
 O teste de interação social já foi descrito no item 1.4.4. deste documento. 
Golden et al. (2011) e Pagliusi Jr. e Sartori (2019) descreveram em detalhes este 
teste.  
2.4.5. Teste da capsaicina 
O teste da capsaicina já foi descrito no item 1.4.8. deste documento.   
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2.4.6. Injeção intratecal 
A injeção intratecal foi realizada com modificações conforme descrito 
anteriormente por Hylden e Wilcox (1980). Resumidamente, os camundongos foram 
anestesiados com gás isoflurano usando uma máquina de anestesia, que permite o 
controle da inalação de isoflurano e oxigênio. A região dorso-posterior do animal foi 
tricotomizada e uma seringa de insulina de 1 mL foi inserida no espaço intervertebral 
entre L5 e L6 (quinta e sexta vértebra lombar). Quando observado um leve movimento 
da cauda, injetamos 10 µl do oligodesoxinucletídeo (ODN) antisense ou mismatch. 
Projetamos uma sequência antisense específica para o canal de sódio dependente de 
voltagem (Nav) 1.8 e também embaralhamos a sequência antisense para projetar a 
sequência mismatch como um controle. As sequências para os ODNs foram as 
seguintes: Nav 1.8 antisense 5'-AAACCCTCTTGCCAGTATC-3' e mismatch 5'-
CAAACTGTCTACACGCTTC-3'. As pesquisas BLASTN das sequências acima foram 
realizadas no servidor BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
usando o Banco de dados GenBank. A sequência mismatch não mostrou 
correspondências significativas no banco de dados e o antisense Nav 1.8 foi 
extremamente específico para o gene de interesse. 
2.4.7. Eutanásia 
 Após os procedimentos acima descritos, os animais foram decapitados e, em 
seguida, foram coletados os gânglios da raiz dorsal na altura das vértebras lombares 
4, 5 e 6, além do nervo ciático e de parte da medula espinhal (também na altura de 
L4, L5 e L6). O tecido coletado foi rapidamente congelado em nitrogênio líquido.  
 
2.4.8. Análise da expressão gênica 
 Para a análise da expressão gênica as amostras de gânglios de L4, L5 e L6 
previamente coletadas foram utilizadas para a realização de PCR em tempo real. Para 
este procedimento as amostras foram submetidas à extração de RNA utilizando-se o 
reagente Trizol® (Invitrogen - EUA), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A 
quantificação das amostras foi feita por espectrofotometria, utilizando-se o aparelho 
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, 
Wilmington, Delaware, USA), com coeficiente de extinção 40ng-cm/μL e comprimento 
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da trajetória da luz OD260 0,1cm, seguindo a equação de Beer-Lambert: 
Concentração de RNA [ng/μL] = (OD260 x 40ng-cm/μL)/0.1cm. A síntese de cDNA foi 
realizada a partir de 2µg de RNA total, utilizando-se o kit High Capacity (Applied - 
EUA) com hexâmetros aleatórios, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. O 
cDNA obtido foi diluído 10 vezes em água deionizada e armazenado a -80ºC.  
 O nível de expressão gênica do NAv 1.8 foi determinado através de PCR em 
tempo real realizado em um sistema StepOnePlus® Applied (AppliedBiosystems – 
EUA) utilizando o reagente SYBR® Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems – 
EUA). Como controle endógeno foram utilizados os genes GAPDH, Rps29 e MTMR9. 
A tabela 1 exibe as sequências dos primers utilizados. As sequências dos mRNAs 
dos genes alvo foram obtidas no banco público de dados da NCBI e os respectivos 
primers foram desenhados utilizando o software BeaconDesignerTM v8.14 (Premier 
Biosoft International) e analisados pela ferramenta online Primer-blast 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), garantindo que os primers tivessem 
%GC perto de 50%, temperatura de melting e de anelamento adequadas, fossem 
extremamente específicos para a sequência analisada e não formem estruturas 
secundárias ou dímeros, tenham tamanho entre 75 e 150bp e sem estruturas 
secundárias nem SNPs (single nucleotide polymorphisms) nas regiões de ligação dos 
primers. Para a análise dos resultados foi utilizada a média geométrica dos genes 
endógenos de referência, como descrito por Vandesompele et al. (2002).  
Tabela 2.1. Sequência forward e reverse dos primers utilizados no presente estudo. 
Gene Sequência forward Sequência reverse 
Nav 1.8 GTGTGCATGACCCGAACTGAT CAAAACCCTCTTGCCAGTATCT 
GAPDH AAGATTGTCAGCAATGCATCC ACTGTGGTCATGAGCCCTTC 
Rps29 CGCAAATACGGGCTGAAC GGTCGCTTAGTCCAACTTAATG 
MTMR9 ATGGGCTATGAGAGAGTCCTT GGCTACTGTGAACATGAATTGAAG 
 
 As condições para os ciclos de PCR foram: 10min a 95ºC, seguidos de 40 ciclos 
de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. As amostras foram processadas em 
duplicata e uma análise de melting foi realizada em cada amostra. A mudança relativa 




2.4.9. Análises estatísticas 
 Para a realização das análises estatísticas dos dados produzidos pelos 
experimentos de avaliação comportamental, bem como de análises moleculares, foi 
empregado o teste T não pareado ou o teste ANOVA de uma ou duas vias seguido de 
pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni, utilizando o software GraphPad 
Prisma 6. Os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média SEM. O 













2.5.1. O estresse por subjugação social repetida induziu comportamento do tipo 
depressivo de esquiva social 
A figura 2.2.A. mostra o desenho experimental desta etapa. A figura 2.2.B. 
mostra o tempo total de permanência na zona de interação da sessão com e sem o 
alvo, obtidos durante o teste de interação social para cada um dos grupos (não-
estressesem-alvo: 50,51 ± 2,767; não-estressecom-alvo: 66,49 ± 4,820; estressesem-alvo: 
53,67 ± 3,213; estressecom-alvo: 42,54 ± 3,909). A análise estatística com teste T não 
pareado revelou diferença significativa entre os grupos somente durante a sessão 
com o alvo (p ≤ 0,001; t = 3,901 df = 30). A figura 2.2.C. mostra o tempo total de 
permanência na zona dos corners da sessão com e sem o alvo, obtidos durante o 
teste de interação social para cada um dos grupos (não-estressesem-alvo: 30,16 ± 3,140; 
não-estressecom-alvo: 19,02 ± 2,549; estressesem-alvo: 28,15 ± 2,409; estressecom-alvo: 
35,59 ± 3,832). A análise estatística com teste T não pareado revelou diferença 
significativa entre os grupos somente durante a sessão com o alvo (p ≤ 0,01; t = 3,379 
df = 30). 
 
Figura 2.2. O estresse por subjugação social repetida induziu comportamento do tipo depressivo 
de esquiva social. (A) Desenho experimental desta etapa. (B) Tempo total de permanência na zona 
de interação na sessão sem o alvo e com o alvo durante o teste de interação social. (C) Tempo total 
de permanência na zona dos corners na sessão sem o alvo e com o alvo durante o teste de interação 
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2.5.2. O antisense para o NAv 1.8 reverteu a hiperalgesia induzida pelo estresse 
por subjugação social repetida 
A figura 2.3.A. mostra a variação do limiar nociceptivo mecânico (hiperalgesia) 
em gramas para os dias 2, 7 e 14 dos animais que sofreram estresse social. A análise 
por ANOVA de duas vias revelou efeito de grupo significativo (F2,32 = 7,125; p = 
0,0028). Podemos observar que 2 dias após o estresse social todos os camundongos 
apresentavam hiperalgesia mecânica (antisense: 1,820 ± 0,3442; mismatch: 1,759 ± 
0,3662). Podemos observar também que a injeção intratecal de antisense (dia 7, ou 
seja, 24h após a última injeção intratecal) reverteu a hiperalgesia induzida pelo 
estresse social (antisense: 0,2037 ± 0,3395; mismatch: 2,515 ± 0,2707). O teste de 
comparações múltiplas de Bonferroni revelou diferença estatística estre os dias 2 e 7 
para o grupo antisense (p < 0,01) e também entre o grupo antisense e mismatch no 
dia 7 (p < 0,0001). Para confirmar estes resultados, nós esperamos 7 dias após o fim 
das injeções intratecais (dia 14) par realizar uma nova medida de limiar nociceptivo 
mecânico. Como esperado, os camundongos do grupo antisense restauraram o 
quadro de hiperalgesia mecânica (antisense: 1.315 ± 0.3677; mismatch: 2.541 ± 
0.3939), uma vez que o teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou 
diferença estatística entre os dias 7 e 14 (p < 0.05) e nenhuma diferença entre os dias 
2 e 14 na análise intragrupo do grupo antisense. Além disso, nesse momento (dia 14) 
o teste de comparações múltiplas de Bonferroni revelou também diferença estatística 
estre os grupos antisense e mismatch (p < 0.05). A figura 2.3.B. mostra a variação 
do limiar nociceptivo mecânico (hiperalgesia) em gramas para os dias 2, 7 e 14 dos 
animais que não sofreram estresse social. A análise por ANOVA de duas vias revelou 
efeito de grupo significativo (F2,24 = 0,5403; p = 0,5895). A figura 2.3.C. mostra o 
número de flinches realizados por cada grupo experimental no teste da capsaicina. 
Podemos observar que não há diferença estatística entre os grupos antisense e 
mismatch que não sofreram estresse social (mismatch: 47,71 ± 4,046; antisense: 
42,00 ± 4.619; p = 0,3704; t = 0.9307 df = 12). Por outro lado, o tratamento com 
antisense reverteu a hiperalgesia química induzida pelo estresse social, uma vez que 
há diferença estatística entre os grupos antisense e mismatch que sofreram estresse 




Figura 2.3. Injeção intratecal de antisense para Nav 1.8 reverteu a dor induzida pelo estresse 
social. (A) Variação do limiar nociceptivo mecânico dos animais estressados avaliado nos dias 2, 7 e 
14 após o protocolo de estresse por subjugação social. (B) Variação do limiar nociceptivo mecânico 
dos animais não estressados avaliado nos dias 2, 7 e 14 após o protocolo de estresse por subjugação 
social. (C) Número total de flinches realizados por cada grupo experimental durante o teste da 
capsaicina, realizado no dia 8 após o protocolo de estresse por subjugação social (*diferente do 
antisense no mesmo dia experimental, p < 0,05; ****diferente do antisense no mesmo dia experimental, 
p < 0,0001; # diferente do dia 7 do próprio grupo, p < 0,05; ## diferente do dia 1 do próprio grupo, p < 
0,01; IT = injeção intratecal; N = 9) 
2.5.3. O antisense reduziu a expressão de NAv 1.8 no gânglio da raiz dorsal 
A figura 2.4. mostra a expressão relativa do RNAm de Nav 1.8 nos gânglios da 
raiz dorsal das vértebras lombares 4, 5 e 6 dos grupos antisense e mismatch. A 
análise estatística pelo teste T não pareado revelou diferença significativa entre os 
grupos (mismatch: 1,008 ± 0,06475; antisense: 0,7143 ± 0,04301; t = 3,781 df = 8; p 
= 0,0054) mostrando uma diminuição de, aproximadamente, 30% na expressão de 
Nav 1.8 após o tratamento com antisense.  
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Figura 2.4. Injeção intratecal de antisense para Nav 1.8 reduziu a expressão do RNAm alvo. 
Expressão do RNAm de Nav 1.8 dos gânglios da raiz dorsal das vértebras lombares 4, 5 e 6 (**p < 


































Esta etapa do projeto teve como objetivo investigar o possível envolvimento 
das fibras neurais Nav 1.8+ na hiperalgesia induzida pelo estresse por subjugação 
social repetida. Nossos dados mostraram que o estresse social foi capaz de induzir 
comportamento do tipo depressivo de esquiva social (figura 2.2.B. e C.), replicando 
o que já está estabelecido na literatura (Golden et al., 2011; Pagliusi Jr. e Sartori, 
2019). Além disso, nesta etapa também replicamos os resultados do nosso grupo 
onde demonstramos que o estresse por subjugação social repetida induz hiperalgesia 
mecânica e química (Pagliusi Jr et al., 2018) (figura 2.3.). Nesta etapa também 
demonstramos que injeções intratecais de antisense para Nav 1.8 reverteu a 
hiperalgeisa mecânica e química induzidas pelo estresse por subjugação social. Este 
efeito anti-hiperalgésico não foi observado após a injeção intratecal de mismatch ou 
mesmo no grupo não estressado (figura 2.3.). Nós confirmamos a eficácia do 
antisense através do PCR em tempo real, que mostrou redução significativa da 
expressão de RNAm de Nav 1.8 nos gânglios da raiz dorsal L4, L5 e L6 (figura 2.4.). 
É importante mencionar que a expressão do canal de sódio voltagem 
dependente Nav 1.8 é importante para a geração e propagação de potencial de ação 
nos nociceptores (Akopian et al., 1999; Akopian, Sivilotti e Wood, 1996; Ramachandra 
et al., 2013; Renganathan, Cummins e Waxman, 2001; Schuelert e Mcdougall, 2012). 
Dessa forma, reduzir a expressão gênica de NAv 1.8 afeta a excitabilidade dos 
nociceptores, dificultando ou, até mesmo, bloqueando a propagação do potencial de 
ação pela fibra. Baseado nisso, era esperado observar um efeito anti-hiperalgésico ao 
diminuir a disponibilidade ou atividade dos canais Nav 1.8.  Não é de surpreender que 
outros estudos já tenham reconhecido o NAc 1.8 como um alvo farmacológico para 
indução de analgesia (Akopian et al., 1999; Daou et al., 2016; Hesselink, 2018; Jarvis 
et al., 2007; Momin e Wood, 2008; Yekkirala et al., 2017). Akopian et al. (1999), por 
exemplo, demonstrou que camundongos knock out para Nav 1.8 possuem 
pronunciada analgesia a estímulos mecânicos e retardo no desenvolvimento de 
hiperalgesia inflamatória. Outro estudo utilizou bloqueador seletivo de Nav 1.8 para 
induzir analgesia, inibindo dor neuropática e inflamatória (Jarvis et al., 2007). Um 
estudo mais recente silenciou as fibras neurais Nav 1.8+ através de optogenética, 
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aliviando a dor neuropática e inflamatória e, em consequência, demonstrando a 
grande contribuição destes canais na dor crônica (Daou et al., 2016). 
Já está bem está estabelecido na literatura que os canais de sódio voltagem 
dependente Nav 1.8 são principalmente espressos em fibras nociceptivas do tipo C, 
sendo funcionalmente mais proeminentes nas porções mais distais destes neurônios 
(Akopian et al., 1999; Klein et al., 2017; Renganathan, Cummins e Waxman, 2001; 
Shields et al., 2012). Além disso, é sabido que a fibras nociceptivas do tipo C 
transmitem informação nociceptiva para estruturas encefálicas pertencentes ao 
sistema límbico (Almeida, Roizenblatt e Tufik, 2004; Calvino e Grilo, 2006; Campbell, 
2006; Hsieh et al., 2015; McDougall, Guo e Andresen, 2017; Olausson et al., 2002; 
Wessberg et al., 2002), o qual está alterado em camundongos estressados (Krishnan 
et al., 2007; Pagliusi Jr, et al., 2018) e está envolvido na dimensão afetivo-motivacional 
da dor (Auvray, Myin e Spence, 2010; Chapman, 1996; Lenz et al., 1997; Price, 2000). 
Corroborando esta ideia, Andre (2005) demonstrou que a hiperalgesia induzido por 
estresse social é mediada pelo sistema colecistoquinérgico, o qual também está 
envolvido nas desordens depressivas maiores (Jahangard et al., 2018). Assim sendo, 
é plausível propor que modificações neuroplásticas induzidas pelo estresse social 
poderiam tornar o sistema límbico mais responsivo a estímulos nociceptivos 
originados das fibras nociceptivas do tipo C Nav 1.8+. Além disso, é possível que o 
estresse social pode, simultaneamente, também desencadear a sensibilização das 
fibras nociceptivas do tipo C, tornando os camunsongos estressados mais suscetíveis 
a dor.  
Esta ideia é suportada pela grande comorbidade entre dor crônica e depressão, 
um transtorno mental também induzido por estresse crônico, reportada na literatura 
(Goldenberg, 2010; Robinson et al., 2009). Além disso, condições clínicas como a 
fibromialgia, caracterizada como dor crônica difusa e altamente associada com 
depressão, também vem sendo relacionada com as fibras nociceptivas do tipo C e, 
mais especificamente, com os canais de sódio voltagem dependente Nav 1.8 (Chen 
et al., 2014; Serra et al., 2014; Staud et al., 2008). De fato, Serra et al. (2014) 
demonstraram que um grande número de pacientes com fibromialgia possuem 
alguma disfunção nas fibras nociceptivas do tipo C, sugerindo inclusive que  a 
fibromialgia seria um subtipo de neuropatia de pequenas fibras. Estudos recentes 
131 
 
demonstraram ainda que bloqueadores específicos para Nav 1.8, como o Ambroxol, 
tem sido efetivos  no tratamento de fibromialgia (Kern e Schwickert, 2017; Martínez-
Martínez et al., 2017).  
Além do que já foi discutido até aqui, vale citar a importância do eixo HPA como 
um sistema chave na resposta ao estresse. Este eixo se ativa durante um evento 
estressante, liberando hormônios associados com a resposta ao estressor como o 
hormônio liberador de corticotropina, adrenocorticotrófico, glicocorticóires e 
catecolaminas (De Kloet et al., 2005; Holsboer e Ising, 2010; Willner et al., 2013). Após 
a ativação do sistema e depois que o estresse percebido diminui, os loops de feedback 
continuam acionados em vários níveis do sistema para desligar o eixo e retornar a um 
ponto homeostático (Fagundes et al., 2012). Além disso, o sistema nervoso autônomo, 
citocinas pró-inflamatórias e outros tipos de hormônios (ditos metabólicos) também 
estão envolvidos na resposta ao estresse (Cohen et al., 2012; Fagundes et al., 2012; 
Tian et al., 2014; You et al., 2011). Entretanto, se o estressor permanecer de forma 
crônica, o eixo HPA ficará cronicamente ativo e, consequentemente, desencadeará 
no indivíduo um ambiente fisiológico pró-inflamatório (Cohen et al., 2012; Fagundes 
et al., 2012; Tian et al., 2014; You et al., 2011). Por fim, sabe-se também que um 
ambiente fisiológico pró-inflamatório predispõe para diversos tipos de doenças 
crônicas (como depressão, por exemplo) e, mais importante neste momento, 
desencadeia sensibilização dos nociceptores (Verri et al., 2006; Cunha et al., 2008; 
Dina, Levine e Green, 2011; Jennings et al., 2014).  
Sendo assim, baseando-se nos trabalhos recentes do nosso grupo e 
considerando o que já foi discutido nesta tese, defendemos a hipótese de que  o 
estresse crônico desencadeia alterações neuroplásticas mal adaptativas em 
estruturas encefálicas associadas com o processamento neural das emoções 
(sistema límbico), importante alvo das fibras nociceptivas do tipo C. Além disso, o 
estresse crônico também gera crônica ativação do eixo HPA que, por sua vez, 
desencadeia um desbalanço do sistema imune, com aumento de citocinas pró-
inflamatórias circulantes. Este ambiente pró-inflamatório desencadeia uma 
hipersensibilização das fibras nociceptivas do tipo C que, ao encontrarem um 
substrato neural também modificado pelo estresse crônico, passam a disparar ainda 






Figura 2.5. Modelo hipotético para explicar a associação entre estresse crônico, depressão e 
fibromialgia. O estresse crônico, principalmente o de natureza social, desencadeia alterações 
neuroplásticas mal adaptativas em estruturas encefálicas associadas com o processamento das 
emoções (sistema límbico), como o hipocampo, ínsula e núcleo accumbens. Além disso, o estresse 
crônico também desencadeia sensibilização das fibras nociceptivas do tipo C, principalmente por gerar 
um ambiente fisiológico pró-inflamatório através da hiperativação do eixo HPA. Assim sendo, as 
alterações neuroplásticas do sistema límbico podem desencadear transtornos depressivos maiores e, 
juntamente com a sensibilização das fibras C, podem gerar também dor crônica difusa (fibromialgia), 
já que as estruturas do sistema límbico são um importante alvo neural para estas fibras. Ou seja, além 
da sensibilização causada pelo estresse crônico, as fibras C podem ficar ainda mais sensibilizadas ao 













Nossos resultados sugerem que a ativação das fibras nociceptivas NAv 
1.8+ (especialmente as fibras do tipo C) é necessária para a hiperalgesia induzida 
pelo estresse por subjugação social. Além disso, é plausível considerar o modelo 
de estrese por subjugação social como um modelo indutor de dor crônica difusa 
e que, dessa forma, poderia ser utilizado para estudar os mecanismos 









                       2.8. Anexos 
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2.8.1. Resumo submetido para apresentação de pôster no congresso 
mundial de dor (IASP World Congress on Pain 2020), Amsterdã, 








































                        Capítulo 3   
O BDNF atua nos neurônios espinhosos médios 
D2+ do núcleo accumbens induzindo 














Estudos prévios demonstraram que níveis elevados de fator neurotrófico 
derivado do cérebro (BDNF) liberado pela projeção neural da área tegmentar ventral 
(VTA) para o núcleo accumbens (NAc) promovem o comportamento do tipo 
depressivo de esquiva social induzido pelo estresse por subjugação social repetida. 
Embora se saiba que o BDNF atua nos neurônios espinhosos médios (MSNs) do NAc 
induzindo tal comportamento após o estresse social, não está claro se esta 
neurotrofina está agindo sobre os MSNs que expressam o receptor de dopamina do 
tipo 1 ou do tipo 2 (MSN-D1+ ou MSNs-D2+, respectivamente). Uma vez que o receptor 
para o BDNF é o TrkB, para avaliar esta hipótese, geramos um vírus adeno-associado 
(AAV), induzível pela proteína Cre-Recombinase, que expressa a isoforma truncada 
do receptor TrkB (Trkb.t1). O Trkb.t1 não possui o domínio quinase intracelular, 
impedindo assim a cascata de sinalização do TrkB em resposta à ligação do BDNF, 
neutralizando, portanto, a ação desta neurotrofina. Infundimos esse vírus no NAc de 
camundongos D1-Cre ou D2-Cre. Após a expressão viral, realizamos o estresse por 
subjugação social repetida seguido de testes de comportamento do tipo depressivo 
(interação social, teste do borrifo de sacarose, preferência por sacarose e teste de 
nado forçado). Nossos dados demonstram que o bloqueio da sinalização de BDNF-
TrkB, por meio da hiperexpressão de TrkB.t1, em MSNs-D2+ (e não em MSNs-D1+) 
impede a suscetibilidade ao desenvolvimento de comportamento do tipo depressivo 
induzido por estresse gerando comportamento resiliente. Em contraste, a 
hiperexpressão de TrkB.t1 em MSNs-D1+ gera um fenótipo suscetível ao estresse 
social sub-limiar, que normalmente não provoca comportamento do tipo depressivo. 
Nossos estudos apontam um envolvimento dos MSNs-D2+ como mediadores dos 
efeitos do BDNF-TrkB na suscetibilidade ao estresse, enquanto o BDNF atuando nos 
MSNs-D1+possuem um papel protetor ao estresse. 
3.1.2. Abstract: 
Previous studies demonstrate that increased levels of brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) from the ventral tegmental area (VTA) to the nucleus 
accumbens (NAc) mediates susceptible behavior to SDS. While it is known that BDNF 
acts on NAc medium spiny neurons (MSNs), it is unclear if it is acting through 
dopamine receptor 1 or 2 (D1 or D2) expressing MSNs. To provide insight into this we 
generated a Cre-inducible adeno-associated virus (AAV) expressing truncated TrkB 
148 
 
(Trkb.T1), which lacks the kinase domain thus preventing downstream TrkB signaling. 
We infused this virus into the NAc of D1-Cre or A2A-Cre mice.  Following viral 
expression, we performed SDS followed by social interaction, the splash test, sucrose 
preference, and the forced swim test. Our data demonstrate that blocking BDNF-TrkB 
signaling, through TrkB.T1 overexpression in D2+-MSNs prevents stress susceptibility 
and causes resilient behavior to SDS. In contrast TrkB.T1 expression in D1+-MSNs 
causes a susceptible outcome to a subthreshold (S)SDS. Our studies implicate D2+-
MSNs as mediating the BDNF-TrkB effects of stress susceptibility, while BDNF acting 














3.2.1. Fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 
O fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) pertence à família de proteínas 
neurotróficas (neurotrofinas), da qual outros membros são, por exemplo, o fator de 
crescimento do nervo (NGF – do inglês Nerve Growth Factor), neurotrofina 3 (NT-3) e 
neurotrofina 4 (NT-4) (Sasi et al., 2017). O gene do BDNF humano consiste em 11 
éxons, permitindo a produção de diversos splices alternativos na produção do RNAm 
que serão específicos para os diferentes tipos de tecido e responderão a diferentes 
estímulos (Pruunsild et al., 2007). O gene do BDNF possui uma estrutura muito 
conservada entre os seres vivos que o possuem, com 85,9% a 100% de identidade 
entre genes de vários vertebrados e humanos, evidenciando a grande importância 
fisiológica da molécula, independentemente da filogenia (Kowiański et al., 2018). 
Diversas evidências indicam o envolvimento do BDNF em uma ampla gama de 
processos fisiológicos, atuando inclusive em tecidos não neurais. Isso se deve muito 
em função do padrão característico de síntese da molécula, que envolve várias 
isoformas biologicamente ativas que interagem com diferentes receptores, 
controlando assim diversas vias de sinalização (Kowiański et al., 2018). A molécula 
proteica de BDNF é inicialmente sintetizada em sua forma precursora, chamada de 
pré-pró-BDNF (Foltran e Diaz, 2016). Durante sua translocação através da membrana 
do complexo de Golgi a molécula é clivada, formando uma proteína de 32 kDa 
chamada de pró-BDNF (Foltran e Diaz, 2016). Pequenas quantidades da isoforma 
pré-pró-BDNF podem ser clivadas no retículo endoplasmático, formando a isoforma 
truncada do BDNF (28 kDa), o que não interfere nas concentrações finais de BDNF 
maduro (14 kDa) que será formado no final do processamento pós-transcricional 
(Mowla et al., 2001). A eficiência da clivagem e, portanto, a proporção de pró-BDNF e 
BDNF maduro, é diferente em estágios distintos de desenvolvimento e durante a vida 
pós-natal (Hempstead, 2015). Uma vez secretado no tecido, a molécula de pró-BDNF 
poderá sofrer clivagem por proteases específicas, formando a molécula madura de 
BDNF (Barker, 2009). O ativador do plasminogênio tecidual (tPA – do inglês Tissue 
plasminogen activator) é a protease mais significativa envolvida na clivagem do pró-
BDNF (Lee et al., 2001). 
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O BDNF está presente em praticamente todas as regiões encefálicas 
(Kowiański et al., 2018). Sua função varia dependendo do estágio de desenvolvimento 
do sistema nervoso e também dependendo dos constituintes neuronais, gliais e 
vasculares do tecido (Kowiański et al., 2018). As funções mais importantes da 
isoforma madura do BDNF incluem processos de desenvolvimento neural, regulação 
da neurogênese, gliogênese e sinaptogênese, neuroproteção e controle de interações 
sinápticas de curta e longa duração que influenciam os mecanismos de memória e 
cognição (Foltran e Diaz, 2016; Gonzalez et al., 2016; Kowiański et al., 2018). 
O pró-BDNF interage preferencialmente com o receptor de neurotrofina p75 
(p75NTR), um membro da família de receptores do fator de necrose tumoral (TNF – 
do inglês Tumor Necrosis Factor) (Kowiański et al., 2018). Já a isoforma madura do 
BDNF se liga com alta afinidade ao receptor tirosina quinase B (TrkB – do inglês 
Tyrosine Receptor Kinase B), o qual pertence à família de receptores tirosina-
quinases relacionadas à tropomiosina quinase (Reichardt, 2006; Kowiański et al., 
2018). Em condições basais de repouso, ambos os tipos de receptores estão 
localizados na membrana de vesículas intracelulares. O influxo de Ca2+, a produção 
de AMPc e impulsos elétricos iniciam a transferência e a fusão destes receptores à 
membrana celular (Du et al., 2000; Meyer-Franke et al., 1998).  
A ativação do p75NTR requer a formação de complexos proteicos na 
membrana celular, consistindo em diferentes tipos de adaptadores de sinalização e 
permitindo a transferência de sinais e a ativação de vias de transdução (Kowiański et 
al., 2018). As diferentes composições destes complexos proteicos de membrana 
resultam em um grande espectro de efeitos causados pela sua ativação, muitas vezes 
com características opostas, como sobrevivência, inibição do crescimento ou, até 
mesmo, apoptose neuronal (Kowiański et al., 2018; Teng et al., 2005). Embora, 
importante citar, que a ativação do p75NTR pelo pró-BDNF sinaliza para inibição de 
crescimento neuronal e da formação sináptica, efeito oposto à ativação do TrkB pelo 
BDNF maduro (Kowiański et al., 2018). 
Como já mencionado anteriormente, a isoforma madura do BDNF liga-se com 
alta afinidade ao receptor TrkB. A ligação do BDNF ao TrkB provou ser de importância 
fundamental para os efeitos do BDNF no aumento da eficiência sináptica e 
potenciação de longo prazo (LTP – do inglês Long-term Potentiation) (Sasi et al., 
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2017). Em condições fisiológicas, o BDNF maduro também pode atuar através do 
receptor p75NTR, entretanto com afinidade extremamente baixa se comparada à 
afinidade do pró-BDNF a este receptor (Sasi et al., 2017).  
Importante mencionar que o receptor TrkB é expresso a partir de um único 
gene, mas pode ser encontrado em cinco isoformas: completa (ou full-length, como 
chamado em inglês), aqui chamada simplesmente de TrkB, e as variantes truncadas 
TrkB.t1 (também conhecida como glicoproteína 95), TrkB.t2, TrkB.t3 e TrkB.t4 
(Forooghian et al., 2001; Middlemas, Lindberg e Hunter, 1991; Sasi et al., 2017). A 
função específica dos receptores TrkB truncados permanece incerta, e ainda não se 
sabe se os transcritos que codificam para TrkB.t2 e TrkB.t4 são traduzidos in vivo para 
formar proteínas funcionais (Sasi et al., 2017). 
O TrkB.t1 é abundantemente expresso no cérebro, sendo a isoforma truncada 
do TrkB mais estudada ultimamente. Como diferença estrutural do TrkB, o TrkB.t1 não 
possui o domínio catalítico tirosina quinase, ou seja, o BDNF consegue se ligar ao 
TrkB.t1 mas não há a cascata de sinalização intracelular desencadeada pela tirosina 
quinase (Fenner, 2012). Além disso, há um abundante corpo de evidências 
demonstrando inibição do TrkB induzida pelo TrkB.t1 e subsequente sinalização de 
PLCg, PI3K e Erk/MAPK (moléculas da cascata de sinalização do TrkB) (Fenner, 
2012; Sasi et al., 2017). A inibição dominante-negativa de TrkB por TrkB.t1 é tão bem 
caracterizada que muitos experimentos induzem a hiperexpressão de TrkB.t1 para 
verificar fenômenos que podem ser regulados por TrkB (Fenner, 2012). Somado a 
isto, sabe-se que células não neuronais (principalmente astrócitos) regulam os níveis 
extracelulares de BDNF expressando TrkB.t1 na membrana plasmática (Fenner, 
2012). Quando o BDNF extracelular é abundante, os astrócitos sequestram o BDNF 
por meio de TrkB.t1 e armazenam o BDNF ativo nas vesículas de transporte (Fenner, 
2012). Essas células podem ainda aumentar rapidamente os níveis extracelulares de 
BDNF por exocitose do BDNF armazenado (Fenner, 2012). 
3.2.2. BDNF e os transtornos depressivos 
Como brevemente discutido no item 1.2.6. deste documento, quando tratamos 
dos aspectos fisiológicos e moleculares da depressão, uma das hipóteses que tentam 
justificar a causa dos transtornos depressivos é a hipótese neurotrófica. Esta hipótese 
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foi inicialmente centrada no BDNF, postulando que níveis reduzidos de BDNF levam 
a um comprometimento da transmissão sináptica e diminuição da neurogênese em 
estruturas que são relevantes para o controle do humor, como o hipocampo e o córtex 
pré-frontal, sendo responsável pela fisiopatologia da depressão (Caviedes et al., 2017; 
Duman e Li, 2012).  
Sustentando ainda mais a hipótese neurotrófica, sabe-se que o aumento dos 
níveis de BDNF induzido pelo tratamento com antidepressivo em pacientes e em 
modelos animais de depressão está associado a uma reversão de alterações 
morfológicas e funcionais nas redes neuronais e a um aumento da neurogênese no 
giro denteado do hipocampo  (Caviedes et al., 2017). Além disso, o aumento da 
neurogênese hipocampal (induzida pelo BDNF) é o mecanismo que tem sido 
estabelecido como o substrato celular da maioria, se não todas, as terapias 
antidepressivas (Luscher et al., 2011; Wei et al., 2015). Assim, o processamento 
proteolítico do pró-BDNF pelo sistema tPA/plasminogênio representa um meio 
poderoso de regular a direção da ação do BDNF que, por sua vez, pode estar 
implicado na patogênese dos transtornos depressivos e no mecanismo de ação dos 
medicamentos antidepressivos (Lu, Pang e Woo, 2005; Tsai, 2007). 
A exposição ao estresse crônico que induz comportamentos depressivos em 
vários modelos animais, também promove algumas das principais alterações neurais 
associadas à depressão, como redução da neurogênese do hipocampo adulto, do 
volume do hipocampo, das espinhas dendríticas nos neurônios e níveis reduzidos de 
BDNF e outros fatores neurotróficos (Duman e Monteggia, 2006; Pittenger e Duman, 
2008). Em função disso, modelos de estresse crônico estão sendo amplamente 
utilizados para estudar a depressão e outras doenças relacionadas ao estresse. 
De fato, até o início do século estava bem estabelecido que em indivíduos com 
transtornos depressivos havia redução generalizada de BDNF, tanto em diversas 
regiões cerebrais quanto circulante no plasma sanguíneo (Sen et al., 2008; Duman e 
Monteggia, 2006). Entretanto, com o advento de novas técnicas moleculares e 
modelos animais descobriu-se que o BDNF atuando no sistema dopaminérgico 
mesolímbico (SDM) possui um efeito pró-depressivo, observando-se inclusive que 
pacientes com depressão possuíam maiores níveis de BDNF em estruturas do SDM 
(Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007). 
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Neste cenário, diversos trabalhos empregando o modelo de estresse por 
subjugação social repetida têm produzido interessantes resultados. A exposição de 
camundongos a estresse social crônico induz aumento dos níveis de BDNF no NAc 
associado à esquiva social, comportamento considerado do tipo depressivo (Berton e 
Nestler, 2006). Além disso, a infusão de BDNF exógeno intra-NAc aumenta a 
suscetibilidade dos camundongos em desenvolver comportamento do tipo depressivo 
(Krishnan et al., 2007). Por outro lado, manipulações experimentais que provocam a 
redução dos níveis de BDNF no NAc preveniram a esquiva social induzida por 
estresse social crônico (Berton e Nestler, 2006; Krishnan et al., 2007).  
Embora se saiba que BDNF no NAc possui um efeito pró-suscetibilidade ao 
comportamento depressivo, ainda não se sabe em qual tipo de neurônio espinhoso 
médio (MSN – do inglês Médium Spiny Neuron) ele atua para gerar comportamento 
depressivo. Importante mencionar que o corpo estriado (o que inclui o NAc), é 
composto por uma vasta gama de subtipos neuronais transcricionalmente distintos, 
em que os MSNs compõem a maioria (>95%) das células (Gerfen et al., 1990). Esses 
neurônios MSNs são definidos por seus perfis transcricionais, incluindo a expressão 
do receptor D1 (MSN-D1+) versus o receptor D2 (MSN-D2+), substância P e encefalina 
e outros genes enriquecidos (Gerfen et al., 1990; Heiman et al., 2008; Lobo et al., 
2006). Os MSN-D1+ e MSN-D2+ do NAc também se distinguem por suas projeções: 
MSN-D1+ se projetam para área tegmentar ventral (VTA – do inglês Ventral Tegmental 
Area) e o pálido ventral (VP – do inglês Ventral Pallidum), enquanto que os MSN-D2+ 
projetam-se especificamente ao VP (Francis e Lobo, 2017). Vale ressaltar que os 
MSNs compõem a principal saída de informação do estriado ventral, enviando 













Esta etapa do projeto teve como objetivo identificar por qual tipo de 
neurônio espinhoso médio (MSN) do NAc, se no MSN-D1+ e/ou MSN-D2+, o BDNF 
atua para induzir suscetibilidade em desenvolver comportamento do tipo 
depressivo diante de estresse por subjugação social repetida.  
3.3.1. Objetivos específicos 
Como objetivos específicos foram estabelecidos: 
1) Verificar se a hiperexpressão de TrkB.t1 em MSN-D1+ induz um fenótipo 
suscetível ou resiliente ao estresse por subjugação social repetida.  
2) Verificar se a hiperexpressão de TrkB.t1 em MSN-D2+ induz um fenótipo 


















3.4. Material e Métodos 
Os procedimentos experimentais a seguir foram todos realizados no Laboratório 
de Neurocircuitaria Molecular e Doença Motivacional do Departamento de Anatomia 
e Neurobiologia da Escola de Medicina da Universidade de Maryland em Baltimore, 
EUA, coordenado pela Dra. Mary Kay Lobo. Além de camundongos C57BL tipo 
selvagem (WT – do inglês Wild Type), foram utilizados camundongos machos C57BL 
geneticamente modificados para expressarem a proteína Cre-Recombinase em 
neurônios que expressam o receptor dopaminérgico D1 (linhagem D1-Cre) e em 
neurônios que expressam o receptor dopaminérgico D2 (linhagem D2-Cre) com oito 
semanas de idade, 20 - 25g de peso corporal e também camundongos machos da 
linhagem CD1 (reprodutores aposentados). Os camundongos C57BL WT foram 
obtidos diretamente dos laboratórios Jackson, já as linhagens de camundongos D1-
Cre, D2-Cre e CD1 são mantidas por cruzamentos sucessivos no próprio laboratório 
da Dra. Mary Kay Lobo. Durante todo o período experimental os animais foram 
mantidos em condições controladas de luz (ciclo 12:12 horas de claro-escuro) e 
temperatura (21ºC), recebendo água e ração ad libitum. O estudo foi aprovado pelo 
comitê de ética para uso animal Institutional Animal Care and Use Committee 
(IACUC), protocolo número #0517004 (ver apêndice). 
3.4.1.  Desenho experimental 
A figura 3.1. mostra a representação gráfica dos desenhos experimentais desta 
etapa do projeto, que foi dividida, essencialmente, em duas partes. Brevemente, na 
primeira parte desta etapa do projeto (figura 3.1.A.) os camundongos foram 
inicialmente submetidos a uma cirurgia estereotáxica para a injeção intra-NAc do vetor 
viral referente ao grupo experimental específico a que seriam designados (AAV-DIO-
hSyn-TrkB.t1-eYFP ou AAV-DIO-hSyn-eYFP, ver item 3.4.3.). Após duas semanas 
(tempo necessário para transdução e expressão viral), os camundongos foram ou não 
submetidos ao protocolo de estresse por subjugação social repetida (item 1.4.3.), 
dependendo do grupo a que foram inicialmente designados. Após 10 dias de 
manipulação experimental (com ou sem estresse social) foi realizado um teste de 
interação social (item 1.4.4.) e, no dia seguinte, um teste do borrifo de sacarose 
(sucrose splash test, em inglês) (item 3.4.7.). Em seguida, foi realizado o teste de 
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preferência à sacarose (item 3.4.8.), seguida pelo teste do nado forçado (item 3.4.9.). 
Finalmente os camundongos foram perfundidos e os cérebros retirados para análise 
por imunofluorescência para avaliação dos sítios de injeção (item 3.4.11.). Na 
segunda parte desta etapa do projeto (figura 3.1.B.) os camundongos foram 
inicialmente submetidos a uma cirurgia estereotáxica para a injeção intra-NAc do vetor 
viral referente ao grupo experimental específico a que seriam designados (AAV-DIO-
hSyn-TrkB.t1-eYFP ou AAV-DIO-hSyn-eYFP, ver item 3.4.3.) e também para a 
implantação das cânulas intra-NAc. Após duas semanas (tempo necessário para 
transdução e expressão viral), injetamos intra-NAc (via cânula) BDNF recombinante 
humano (ou salina) e, em seguida, os camundongos foram ou não submetidos ao 
protocolo de estresse por subjugação social sub-limiar (item 3.4.5.), dependendo do 
grupo a que foram inicialmente designados. Após 24 horas foi realizado um teste de 
interação social (item 1.4.4.) e, em seguida, a eutanásia.
 
Figura 3.1. Representação gráfica do desenho experimental. (A) Representação gráfica do 
desenho experimental para avaliar a participação dos subtipos de MSNs nos comportamentos 
depressivos induzidos pelo estresse social (B) Representação gráfica do desenho experimental para 
avaliar a suscetibilidade ao estresse induzida pelo BDNF (IS = teste de interação social; BS = teste do 
borrifo de sacarose; NF = teste do nado forçado).  






Tabela 3.1. Grupos experimentais de cada experimento realizado nesta etapa. 
 
3.4.2. Cirurgia estereotáxica 
A indução anestésica foi feita em câmara de indução com isofluorano 5% e a 
manutenção em máquina anestésica acoplada ao estereotáxico com isofluorano 2% 
em oxigênio 100% com fluxo de 0,8L/min. O camundongo foi devidamente fixado no 
estereotáxico e uma incisão feita no topo da cabeça para expor o crânio do animal. 
Para visualizar o bregma e o lambda – pontos anatômicos do crânio utilizados como 
referência para injeção – foi utilizada uma solução de água oxigenada 15%. Após 
alinhar as agulhas com o bregma, as coordenadas do estereotáxico foram ajustadas 
de acordo com a região de interesse que, no caso, foi o NAc (anteroposterior: 
+1,60mm; lateral: ±1,50mm; dorsoventral: -4,40mm; ângulo: 10º). Em seguida, 
utilizando uma broca cirúrgica, foram feitos dois pequenos orifícios (injeção bilateral) 
no crânio do camundongo, permitindo a descida das agulhas (Hamilton 1701 10µl, 
Cole-Parmer®) até a posição dorsoventral desejada. O vírus foi injetado 
bilateralmente numa taxa de 0,1µl/min, em um volume total de 0,5µl. Após 8 minutos 
da injeção de todo o volume pretendido, as agulhas foram retiradas e a incisão 
fechada com cola cirúrgica (Vetbond™, 3M®). O camundongo foi então retirado do 
estereotáxico e mantido por aproximadamente 20 minutos em uma caixa pós-cirúrgica 
com luz de aquecimento. Durante toda a cirurgia foi mantida nos olhos do 
camundongo pomada oftálmica veterinária (VetOintment, Puralube®) para evitar 
ressecamento das córneas e consequente perda da visão. 
Linhagem Grupo Injeção Intra-NAc Linhagem Grupo
D2-Cre Controle (não estressado) e-YFP D2-Cre Controle (não estressado) e-YFP +Veículo
D2-Cre Controle (não estressado) TrkB.t1 D2-Cre Controle (não estressado) TrkB.t1 +Veículo
D2-Cre Estressado (10 dias) e-YFP D2-Cre Estressado (1 dia) e-YFP +BDNF
D2-Cre Estressado (10 dias) TrkB.t1 D2-Cre Estressado (1 dia) TrkB.t1 +BDNF
D1-Cre Controle (não estressado) e-YFP
D1-Cre Controle (não estressado) TrkB.t1
D1-Cre Estressado (10 dias) e-YFP
D1-Cre Estressado (10 dias) TrkB.t1
D1-Cre Estressado (1 dia) e-YFP
D1-Cre Estressado (1 dia) TrkB.t1
Injeção Intra-NAc
Experimento 1: Experimento 2:
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3.4.3. Vetores virais 
 Para esta etapa foi utilizado o vírus adeno associado (AAV – do inglês adeno-
associated virus) tipo 9 (AAV9) contendo um plasmídeo invertido (DIO–Double-
floxedinverseOrientation) o qual promove a expressão – em neurônios que expressam 
a proteína CreRecombinase – da isoforma truncada do receptor de BDNF TrkB 
(TrkB.t1). Ou seja, o plasmídeo viral no formado invertido (DIO) sofrerá uma 
recombinação (pela proteína CreRecombinase), permitindo sua transdução e 
tradução e, por consequência, produzindo TrkB.t1. O TrkB.t1 produzido é conjugado 
com uma molécula fluorescente eYFP (da família da GFP), que será visualizada em 
microscópio de fluorescência para validação da expressão do plasmídeo e do sítio de 
injeção. O vírus é classificado como AAV-DIO-hSyn-TrkB.t1-eYFP pois é um adeno 
vírus (AAV), com plasmídeo invertido (DIO), que utiliza o promotor do gene da 
sinaptofisina humana (hSyn) para realizar a transdução da proteína de interesse 
(TrkB.t1) e da molécula fluorescente (eYFP). Além deste vírus, também foi utilizado, 
como controle, o vírus AAV-DIO-hSyn-eYFP, que produzirá somente a molécula 
fluorescente (eYFP). Assim sendo, quando o vírus for injetado no NAc de 
camundongos D1-Cre, a proteína de interesse somente será expressa em MSNs-D1+, 
pois são o tipo celular que expressam a proteína Cre-Recombinase e que, portanto, 
possuem a capacidade de inverter o vetor viral DIO. De forma semelhante, quando o 
vírus for injetado no NAc de camundongos D2-Cre, a proteína de interesse somente 
será expressa em MSNs-D2+. 
3.4.4. Estresse por subjugação social repetida 
 O protocolo de estresse por subjugação social repetida foi realizado como 
descrito no item 1.4.3. deste documento. O protocolo completo deste modelo foi 
descrito por Golden et al. (2011) e por Pagliusi Jr. e Sartori (2019). 
3.4.5. Estresse por subjugação social sub-limiar 
 Neste protocolo (conhecido em inglês como subthreshold social defeat stress) 
os camundongos experimentais foram colocados para contato corporal agonístico 
com camundongos da linhagem CD-1 por 15 minutos e, seguida, separados pela 
divisória acrílica por 3 minutos. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes 
(15 min + 3 min + 15 min + 3 min + 15 min + 3 min). Este protocolo, em camundongos 
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naive, não induz comportamento do tipo depressivo de esquiva social, sendo utilizado 
para avaliar suscetibilidade ao estresse social induzida por alguma manipulação 
experimental.  
3.4.6. Teste de interação social 
 O teste de interação social foi realizado como descrito no item 1.4.4. deste 
documento. Golden et al. (2011) e Pagliusi Jr. e Sartori (2019) descreveram em 
detalhes este teste.  
3.4.7. Teste do borrifo de sacarose 
Para o teste do borrifo de sacarose (sucrose splash test, como é conhecido em 
inglês) os camundongos foram colocados em um cilindro de vidro transparente 
(béquer de 5L). Foi utilizado o mesmo protocolo descrito por Isingrini et al. (2010). 
Brevemente, foi borrifada (utilizando um pulverizador/borrifador) solução de sacarose 
10% no dorso do animal, próximo ao pescoço. A seção foi então registrada em vídeo 
por 5 minutos, contabilizando manualmente o tempo que o animal permanece se 
limpando (grooming). Redução do tempo em grooming, um comportamento motivado, 
pode ser considerado um comportamento do tipo depressivo associado com 
anedonia. O programa X-Plo-Rat (desenvolvido pelo Dr. Silvio Morato, USP, Brasil) foi 
utilizado para auxiliar a análise dos vídeos.  
3.4.8. Teste de preferência por sacarose  
O teste de preferência de sacarose é canônico para avaliar comportamento do 
tipo depressivo de anedonia. Este teste é realizado em 3 dias com os camundongos 
mantidos em sua própria gaiola. Inicialmente foram colocadas duas garrafas com água 
para que o animal se acostume com duas fontes de líquido. Após 24h uma das 
garrafas de água foi trocada por uma com solução de sacarose 1% (as garrafas foram 
pesadas antes de colocadas na gaiola). Após 24h as garrafas foram novamente 
pesadas e o lado em que elas estavam disponíveis para o camundongo foi então 
invertido (excluindo uma possível preferência por um lado e não pela solução). Após 
24h as garrafas foram pesadas novamente. Com os valores de consumo diário das 
duas garrafas foi possível calcular a porcentagem de sacarose consumida durante o 
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período experimental. Menor consumo de sacarose é considerado comportamento do 
tipo depressivo de anedonia. 
3.4.9. Teste do nado forçado 
O teste do nado forçado também é utilizado para avaliar comportamento do tipo 
depressivo, avaliando comportamento de desespero ou desamparo aprendido. Neste 
teste o camundongo foi colocado em um cilindro de vidro transparente (béquer de 5L) 
contendo aproximadamente 3L de água filtrada (23ºC – 25ºC). A sessão foi gravada 
em vídeo, com duração de 6 minutos. Utilizando o programa X-Plo-Rat (desenvolvido 
pelo Dr. Silvio Morato, USP, Brasil) foi contabilizado o tempo que o camundongo 
permanece imóvel. Maior tempo de imobilidade é considerado comportamento do tipo 
depressivo de desamparo aprendido. 
3.4.10. Eutanásia e perfusão 
 Para a eutanásia, os camundongos foram inicialmente anestesiados com 
isofluorano (5%) em uma câmara de indução. Utilizando uma seringa de 20mL e 
agulha de 25G (0,5mm x 16mm) os animais foram perfundidos com solução de 1X 
PBS (aproximadamente 5mL) e, em seguida, perfundidos com solução de 
paraformaldeído (PFA) 4% (aproximadamente 20mL). O cérebro foi coletado e 
armazenado em solução de PFA 4% overnight, quando então foi colocado em solução 
de azida de sódio 0,01% em 1XPBS. 
 
3.4.11. Imunofluorescência 
 Para avaliar se os sítios de injeção estavam corretos e se houve infecção e 
expressão viral foi realizada imunofluorescência para o gene repórter dos vetores 
virais (eYFP). Os cérebros foram cortados com 40µm de espessura, utilizando um 
vibrátomo. Em seguida os cortes foram lavados em 1X PBS (10 minutos x 3). O 
bloqueio foi feito com 0,3% tritonX e 3% NDS (do inglês normal donkey serum, em 
inglês) em 1X PBS por 30 minutos. Os cortes foram então incubados (overnight, 4ºC) 
em anticorpo primário (anti-GFP, chicken – CellSignaling®) diluído 1:1500 em 1X PBS 
com 0,3% tritonX e 3% NDS. Em seguida, os cortes foram lavados em 1X PBS (10 
minutos x 3) e incubados (por duas horas à temperatura ambiente) em anticorpo 
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secundário (Alexa 488 anti-chicken–Invitrogen®) diluído 1:1000 em 1X PBS. Por fim, 
os cortes foram novamente lavados em 1X PBS (10 minutos x 3) e posicionados em 
lâmina eletrostática (Superfrost® Plus – VWR™). As lâminas montadas ficaram 
overnight protegidas da luz à temperatura ambiente para secar e, em seguida, foram 
cobertas com lamínula especial (VWR™) posicionadas com meio de montagem 
contendo DAPI (Vectashield® DAPI – Vector Laboratories). As lâminas foram 
armazenadas em câmara fria (4ºC) e analisadas em microscópio de fluorescência 
(Leica® - modelo DMI6000B) acoplado a um sistema de captura de imagem. 
3.4.12. Análises estatísticas 
 Para a realização das análises estatísticas dos dados produzidos pelos 
experimentos de avaliação comportamental foi empregado o teste T não pareado ou 
o teste ANOVA de uma via seguido de pós-teste de comparações múltiplas de 
Bonferroni, utilizando o software GraphPad Prisma 6. Os dados são apresentados 
como média ± erro padrão da média SEM. O nível de significância estatística adotado 













3.5.1. O bloqueio de sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios 
D2+, e não nos D1+, preveniu a suscetibilidade ao estresse, gerando um fenótipo 
resiliente  
A figura 3.2. mostra os resultados obtidos nos experimentos com os 
camundongos transgênicos D2-Cre. A figura 3.2.A. mostra o local de injeção dos 
vetores virais utilizados e também o diagrama temporal experimental desta etapa.  A 
figura 3.2.B. mostra o tempo total na zona de interação durante a sessão com o alvo 
do teste de interação social. A análise estatística com ANOVA de uma via revelou 
efeito de grupo significativo (F3,37 = 5,283; P = 0,0039) e o pós-teste de comparações 
múltiplas de Tukey revelou que há diferença estatística significativa entre o grupo 
estresse-eYFP e todos os outros grupos (p ≤ 0,05 vs. não-estresse-eYFP e estresse-
TrkB.t1 e p < 0.01 vs. não-estresse-TrkB.t1) (não-estresse-eYFP: 58,49 ± 3,335; não-
estresse-TrkB.t1: 66,52 ± 7,192; estresse-eYFP: 33,80 ± 4,763; estresse-TrkB.t1: 
55,15 ± 8,586). A figura 3.2.C. mostra o tempo total nos corners durante a sessão 
com o alvo do teste de interação social. A análise estatística com ANOVA de uma via 
revelou efeito de grupo significativo (F3,37 = 4,645; P = 0,0074) e o pós-teste de 
comparações múltiplas de Tukey revelou que há diferença estatística entre o grupo 
estresse-eYFP e todos os outros grupos (p ≤ 0,05) exceto não-estresse-TrkB.t1 (não-
estresse-eYFP: 16,77 ± 1,417; não-estresse-TrkB.t1: 21,74 ± 5,064; estresse-eYFP: 
44,09 ± 7,621; estresse-TrkB.t1: 22,63 ± 4,651). Já a figura 3.2.D. mostra o tempo 
total em grooming durante o teste do borrifo de sacarose. A análise estatística com 
ANOVA de uma via não revelou efeito de grupo significativo (F3,21 = 1,661; P = 0,2059) 
e o pós-teste de comparações múltiplas de Tukey não revelou diferenças estatísticas 
entre os grupos (não-estresse-eYFP: 167,0 ± 15,28; não-estresse-TrkB.t1: 161,6 ± 
5,685; estresse-eYFP: 149,0 ± 6,143; estresse-TrkB.t1: 170,2 ± 3,133).  A figura 
3.2.E. mostra a porcentagem do consumo de sacarose no último dia do teste de 
preferência à sacarose. A análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito 
de grupo significativo (F3,39 = 4,994; P = 0,0050) e o pós-teste de comparações 
múltiplas de Tukey revelou que há diferença estatística entre o grupo estresse-eYFP 
e todos os outros grupos (p ≤ 0,05) (não-estresse-eYFP: 90,13 ± 2,253; não-estresse-
TrkB.t1: 89,27 ± 2,416; estresse-eYFP: 62,11 ± 9,411; estresse-TrkB.t1: 87,34 ± 
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2,551). A figura 3.2.F. mostra o tempo total em imobilidade durante o teste do nado 
forçado. A análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito de grupo 
significativo (F3,39 = 9,367; P ≤ 0,0001) e o pós-teste de comparações múltiplas de 
Tukey revelou que há diferença estatística entre o grupo estresse-eYFP e o grupo 
não-estresse-eYFP (p ≤ 0,01); e também entre o grupo estresse-eYFP e os grupos 
não-estresse-TrkB.t1 e estresse-TrkB.t1 (p ≤ 0,001) (não-estresse-eYFP: 144,1 ± 
4,999; não-estresse-TrkB.t1: 135,9 ± 9,149; estresse-eYFP: 199,0 ± 10,58; estresse-
TrkB.t1: 132,2 ± 14,48). 
 
Figura 3.2. O bloqueio da cascata de sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios 
D2+ preveniu a suscetibilidade ao estresse, gerando um fenótipo resiliente após o estresse por 
subjugação social. (A) sítio de injeção para a infusão dos vetores virais utilizados e desenho 
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de interação social (N = 7-14). (C) Tempo total na zona dos corners durante a sessão com o alvo do 
teste de interação social (N = 7-14). (D) Tempo total em grooming durante o teste do borrifo de sacarose 
(N = 5-7). (E) Porcentagem de consumo de sacarose medido no último dia do teste de preferência por 
sacarose (N = 9-14). (F) Tempo em imobilidade durante o teste do nado forçado (N = 9-14). (*p ≤ 0,05; 
**p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; IS = teste de interação social; BS = teste do borrifo de sacarose; NF = teste do 
nado forçado).  
A figura 3.3. monstra os resultados obtidos nos camundongos transgênicos 
D1-Cre. A figura 3.3.A. mostra o local de injeção dos vetores virais utilizados e 
também o diagrama temporal experimental desta etapa.  A figura 3.3.B. mostra o 
tempo total na zona de interação durante a sessão com o alvo do teste de interação 
social. A análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito de grupo 
significativo (F3,26 = 7,253; P = 0,0011) e o pós-teste de comparações múltiplas de 
Tukey revelou que há diferença estatística entre o grupo estresse-eYFP com ambos 
os grupos não-estrese (p ≤ 0,01) e também entre o grupo estresse-TrkB.t1 e ambos 
os grupos não-estresse (p ≤ 0,05 X não-estresse-TrkB.t1 e p ≤ 0,01 X não-estresse-
eYFP) (não-estresse-eYFP: 82,52 ± 8,615; não-estresse-TrkB.t1: 78,16 ± 6,067; 
estresse-eYFP: 41,67 ± 4,794; estresse-TrkB.t1: 38,36 ± 12,87). A figura 3.3.C. 
mostra o tempo total nos corners durante a sessão com o alvo do teste de interação 
social. A análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito de grupo 
significativo (F3,26 = 3,714; P = 0,0239) e o pós-teste de comparações múltiplas de 
Tukey revelou que há diferença estatística entre o grupo estresse-TrkB.t1 e o grupo 
não-estresse-TrkB.t1 (p ≤ 0,05) (não-estresse-eYFP: 17,41 ± 3,768; não-estresse-
TrkB.t1: 15,15 ± 3,451; estresse-eYFP: 33,41 ± 7,541; estresse-TrkB.t1: 43,12 ± 
12,00). Já a figura 3.3.D. mostra o tempo total em grooming durante o teste do borrifo 
de sacarose. A análise estatística com ANOVA de uma via não revelou efeito de grupo 
significativo (F3,26 = 0,5159; P = 0,6750) e o pós-teste de comparações múltiplas de 
Tukey não revelou diferenças estatísticas entre os grupos (não-estresse-eYFP: 141,5 
± 7,816; não-estresse-TrkB.t1: 150,7 ± 11,28; estresse-eYFP: 132,8 ± 13,70; estresse-
TrkB.t1: 138,1 ± 9,128).  A figura 3.3.E. mostra a porcentagem do consumo de 
sacarose no último dia do teste de preferência à sacarose. A análise estatística com 
ANOVA de uma via não revelou efeito de grupo significativo (F3,26 = 0,3142; P = 
0,8150) e o pós-teste de comparações múltiplas de Tukey não revelou diferenças 
estatísticas entre os grupos (não-estresse-eYFP: 80,24 ± 3,317; não-estresse-TrkB.t1: 
79,54 ± 8,333; estresse-eYFP: 82,03 ± 7,105; estresse-TrkB.t1: 87,42 ± 4,149). A 
figura 3.3.F. mostra o tempo total em imobilidade durante o teste do nado forçado. A 
análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito de grupo significativo (F3,26 
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= 6,382; P = 0,0022) e o pós-teste de comparações múltiplas de Tukey revelou que 
há diferença estatística entre o grupo não-estresse-eYFP e ambos os grupos estresse 
(p ≤ 0,05) e também entre o grupo não-estresse-TrkB.t1 e ambos os grupos estresse 
(p ≤ 0,01) (não-estresse-eYFP: 148,0 ± 8,829; não-estresse-TrkB.t1: 139,9 ± 10,10; 
estresse-eYFP: 185,1 ± 9,747; estresse-TrkB.t1: 183,8 ± 7,970). 
 
Figura 3.3. O bloqueio da sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios D1+ não 
preveniu a suscetibilidade ao estresse, gerando um fenótipo suscetível após o estresse por 
subjugação social. (A) sítio de injeção para a infusão dos vetores virais utilizados e desenho 
experimental desta etapa. (B) Tempo total na zona de interação durante a sessão com o alvo do teste 
de interação social (N = 6-9). (C) Tempo total na zona dos corners durante a sessão com o alvo do 
teste de interação social (N = 6-9). (D) Tempo total em grooming durante o teste do borrifo de sacarose 
(N = 6-9). (E) Porcentagem de consumo de sacarose medido no último dia do teste de preferência por 
sacarose (N = 6-9). (F) Tempo em imobilidade durante o teste do nado forçado (N = 6-9). (*p ≤ 0,05; 
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3.5.2. O bloqueio da sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios 
D1+ induziu um fenótipo suscetível após uma única sessão de estresse por 
subjugação social 
A figura 3.4. monstra os resultados obtidos nos camundongos transgênicos D1-Cre 
após uma única sessão de estresse por subjugação social. A figura 3.4.A. mostra o 
sítio de injeção dos vetores virais utilizados e também o diagrama temporal 
experimental desta etapa.  A figura 3.4.B. mostra o tempo total na zona de interação 
durante a sessão com o alvo do teste de interação social. A análise estatística com 
teste T não pareado revelou que não há diferença estatística entre os grupos, embora 
o nível de significância tenha ficado muito próxima de 0,05 (p = 0,0793; t = 1.874 df = 
16) (eYFP: 59,20 ± 3,859; TrkB.t1: 45,14 ± 6,433). A figura 3.4.C. mostra o tempo 
total nos corners durante a sessão com o alvo do teste de interação social. A análise 
estatística com teste T não pareado revelou que há diferença estatística entre os 
grupos (p ≤ 0,01; t = 2.707 df = 16) (eYFP: 21,60 ± 4,648; TrkB.t1: 47,45 ± 8,339). Já 
a figura 3.4.D. mostra o tempo total em grooming durante o teste do borrifo de 
sacarose. A análise estatística com teste T não pareado revelou que não há diferença 
estatística entre os grupos (p = 0,4779; t = 0.7247 df = 18) (eYFP: 143,2 ± 7,313; 
TrkB.t1: 135,8 ± 7,068).  A figura 3.4.E. mostra a porcentagem do consumo de 
sacarose no último dia do teste de preferência à sacarose. A análise estatística com 
teste T não pareado revelou que há diferença estatística entre os grupos (p ≤ 0,05; t 
= 2.263 df = 17) (eYFP: 77,17 ± 7,966; TrkB.t1: 47,06 ± 10,38). A figura 3.4.F. mostra 
o tempo total em imobilidade durante o teste do nado forçado. A análise estatística 
com teste T não pareado revelou que há diferença estatística entre os grupos (p ≤ 




Figura 3.4. O bloqueio da sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios D1+ induziu 
um fenótipo suscetível após uma única sessão de estresse por subjugação social (sub-limiar). 
(A) sítio de injeção para a infusão dos vetores virais utilizados e desenho experimental desta etapa. (B) 
Tempo total na zona de interação durante a sessão com o alvo do teste de interação social (N = 9). (C) 
Tempo total na zona dos corners durante a sessão com o alvo do teste de interação social (N = 9). (D) 
Tempo total em grooming durante o teste do borrifo de sacarose (N = 10). (E) Porcentagem de consumo 
de sacarose medido no último dia do teste de preferência por sacarose (N = 9-10). (F) Tempo em 
imobilidade durante o teste do nado forçado (N = 10). (*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; IS = teste de 
interação social; BS = teste do borrifo de sacarose; NF = teste do nado forçado).  
3.5.3. O bloqueio da sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios 
D2+ bloqueou a suscetibilidade induzida pela infusão de BDNF intra-NAc 
A figura 3.5. mostra os resultados obtidos com os camundongos transgênicos D2-Cre 
após a infusão de BDNF intra-NAc seguida do protocolo de estresse por subjugação 
social sub-limiar. A figura 3.5.A. mostra o local de injeção dos vetores virais e de 
































E s tre s s e

























1 0 0 * *



































































3 0 0 * * *
























figura 3.5.B. mostra a razão de interação social na zona de interação (calculada 
dividindo o tempo total na zona de interação na sessão com o alvo pelo tempo obtido 
na sessão sem o alvo). A análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito de 
grupo significativo (F3,14 = 4,141; P = 0,0269) e o pós-teste de comparações múltiplas 
de Tukey revelou diferença estatística entre os grupos BDNF-eYFP e BDNF-TrkB.t1 
(p ≤ 0,01) (veículo-eYFP: 1,166 ± 0,04579; veículo-TrkB.t1: 1,229 ± 0,1140; BDNF-
eYFP: 0,7973 ± 0,1578; BDNF-TrkB.t1: 1,494 ± 0,1883). Já a figura 3.5.C. mostra a 
razão de interação social na zona dos cornes (calculada dividindo o tempo total na 
zona dos corners na sessão com o alvo pelo tempo obtido na sessão sem o alvo). A 
análise estatística com ANOVA de uma via revelou efeito de grupo significativo (F3,14 
= 4,478; P = 0,0210) e o pós-teste de comparações múltiplas de Tukey revelou 
diferença estatística significativa entre o grupo BDNF-eYFP com os grupos veículo-
TrkB.t1 e BDNF-TrkB.t1 (p ≤ 0,05) (veículo-eYFP: 1,343 ± 0,1369; veículo-TrkB.t1: 
1,126 ± 0,1643; BDNF-eYFP: 2,386 ± 0,4214; BDNF-TrkB.t1: 1,306 ± 0,1957). 
 
Figura 3.5. O bloqueio da sinalização BDNF-TrkB nos neurônios espinhosos médios D2+ 
bloqueou a suscetibilidade induzida pela infusão de BDNF intra-NAc. (A) sítio de injeção para a 
infusão dos vetores virais e implantação das cânulas e desenho experimental desta etapa. (B) Razão 
de interação social na zona de interação, calculada dividindo o tempo total na zona de interação na 
sessão com o alvo pelo tempo obtido na sessão sem o alvo (N = 4-5). (C) Razão de interação social 
na zona dos corners, calculada dividindo o tempo total na zona dos corners na sessão com o alvo pelo 
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3.5.4. Imunofluorescência confirma os sítios de injeção intra-NAc 
A figura 3.6. mostra uma imagem representativa do sítio de injeção. Note que a região 
correspondente ao NAc possui grande fluorescência, significando que o vírus foi 
capaz de infectar os MSNs (D1+ ou D2+) e expressar o gene repórter (eYFP).  
 
Figura 3.6. Imunofluorescência confirma sítio de injeção intra-NAc. A figura da esquerda mostra 
imunofluorescência para o gene repórter (eYFP) expresso pelo vetor viral utilizado. A figura direita é 
uma representação do hemisfério cerebral de camundongo (atlas.brain-map.org) com o NAc em 
destaque (vermelho). Note que dentro do NAc há uma estrutura chamada comissura anterior (aco, 














Nossos resultados mostraram que a hiperexpressão da isoforma truncada do 
receptor de BDNF TrkB (TrkB.t1) nos neurônios espinhosos médios (MSNs) D2+ do 
NAc impediu os comportamentos do tipo depressivo induzidos pelo estresse por 
subjugação social repetida (figura 3.2.). Este efeito foi evidenciado no teste de 
interação social (figura 3.2.B. e C), no teste de preferência à sacarose (figura 3.2.E.) 
e no teste do nado forçado (figura 3.2.F.). Além disso, mostramos também que a 
hiperexpressão de TrkB.t1 nos MSNs-D1+ do NAc não impediu a indução de 
comportamentos do tipo depressivo pelo estresse por subjugação social repetida 
(figura 3.3.) e, pelo contrário, induziu um fenótipo suscetível após um protocolo de 
estresse por subjugação social sub-limiar (figura 3.4.). Por fim, demonstramos que a 
hiperexpressão de TrkB.t1 nos MSNs-D2+ bloqueou a suscetibilidade induzida pela 
infusão de BDNF no NAc (figura 3.5.). 
A relevância do BDNF nos transtornos depressivos já está estabelecida há um 
tempo. Sabe-se que sua presença na maioria das regiões encefálicas, principalmente 
no hipocampo, possui um efeito antidepressivo e que, nas estruturas pertencentes ao 
sistema dopaminérgico mesolímbico (SDM), possui um efeito pró-depressivo (Berton 
et al., 2006; Caviedes et al., 2017; Krishnan et al., 2007; Wang, Dranovsky e Hen, 
2008). Krishnan et al. (2007), por exemplo, demonstraram que humanos com 
depressão e camundongos suscetíveis ao estresse por subjugação social possuem 
maior concentração de BDNF no NAc. Além disso, demonstraram maior concentração 
das proteínas da cascata de sinalização do BDNF-TrkB, como a Akt, Gsk-3β e ERK 
no NAc destes indivíduos (Krishnan et al., 2007). Berton et al. (2006) demonstraram 
ainda que o BDNF liberado pelas projeções da VTA para o NAc é o responsável pelo 
fenótipo suscetível após o estresse por subjugação social repetida.  
Mesmo com muitos estudos investigando a participação do BNDF na via 
mesolímbica em transtornos depressivos, até o momento não se sabia em qual tipo 
de MSNs do NAc o BDNF atua para induzir suscetibilidade. Assim sendo, o presente 
estudo, utilizando hiperexpressão de TrkB.t1, foi o primeiro a investigar esta 
particularidade. Esta abordagem experimental vem sendo muito utilizada para analisar 
fenômenos que podem ser regulados pelo TrkB (e pelo BDNF, consequentemente), 
uma vez que a inibição dominante-negativa de TrkB por TrkB.t1 está muito bem 
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caracterizada (Fenner, 2012). Essencialmente, pode-se dizer que hiperexpressar o 
TrkB.t1 significa bloquear a cascata de sinalização do BDNF-TrkB nesta célula.  
Importante mencionar que os MSNs do NAc participam em vias neurais 
distintas e, portanto, irão influenciar o comportamento também de maneiras distintas 
(Francis et al., 2015; Francis e Lobo, 2017; Grueter et al., 2013; Lobo e Nestler, 2011). 
Por exemplo, Francis et al. (2015) demonstraram que aumentar a atividade dos MSNs-
D1+ (através da metodologia de optogenética), e não dos MSNs-D2+, reverte o 
comportamento do tipo depressivo de esquiva social e de anedonia induzidos pelo 
estresse por subjugação social repetida (Francis et al., 2015). Além disso, 
demonstraram ainda que a inibição dos MSNs-D1+ de camundongos resilientes ao 
estresse por subjugação social repetida o transformaram em suscetíveis (Francis et 
al., 2015). Por fim, de forma interessante, Francis et al. (2015) também demonstraram 
que a ativação dos MSNs-D2+ do NAc gerou um fenótipo suscetível após um protocolo 
de estresse por subjugação social sub-limiar.  
Estes resultados, em conjunto, demonstram que a via em que os MSNs-D1+ 
participam está associada com a inibição do comportamento do tipo depressivo 
induzido por estresse social, já que, quando ativada, gera um fenótipo resiliente. Por 
outro lado, a via em que os MSNs-D2+ participam está associada com a facilitação do 
comportamento do tipo depressivo induzido por estresse social, já que, quando 
ativada, gera um fenótipo suscetível. Estes resultados corroboram estudos clínicos 
que demonstram o efeito antidepressivo de agonistas do receptor de dopamina do tipo 
2 (D2) e, além disso, de estudos demonstrando que diferentes tipos de 
antidepressivos aumentam a sensibilidade destes receptores (Gershon, Vishne e 
Grunhaus, 2007). Isto se dá, pois os receptores D2 possuem um efeito inibitório nas 
células que o expressam por estarem acoplados à proteínas G inibitórias, ou seja, 
aumentar a sensibilidade ou simplesmente ativar os receptores D2 na via mesolímbica 
significar diminuir a atividade de uma via neural pró-suscetibilidade (Francis et al., 
2015; Gershon, Vishne e Grunhaus, 2007). 
Assim sendo, os resultados do presente trabalho confirmam e ampliam os 
dados da literatura supracitados. Levando em consideração que no sistema nervoso 
central, a via de sinalização BDNF-TrkB cumpre uma ampla variedade de funções, 
como sobrevivência celular, crescimento de axônios e dendritos, sinaptogênese, 
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transmissão sináptica e remodelação de sinapses, ou seja, um papel pró-plasticidade 
e de ativação neuronal, ao hiperexpressar TrkB.t1 e bloquear a sinalização BDNF-
TrkB estamos induzindo um bloqueio da plasticidade e da ativação neuronal da via 
neural em questão (Fenner, 2012; Ohira e Hayashi, 2009). Dessa forma, era esperado 
que hiperexpressar TrkB.t1 em MSNs-D2+, MSNs que participam de uma via neural 
pró-suscetibilidade, tivesse um efeito antidepressivo, como observado no presente 
estudo. Ao hiperexepressar TrkB.t1 em MSNs-D2+ conseguimos também impedir a 
suscetibilidade induzida pela infusão de BDNF no NAc. Lembrando que esta 
suscetibilidade induzida pelo BDNF também havia sido observada por Krishnan et al. 
(2007). 
Além disso, demonstramos ainda que a hiperexepressão de TrkB.t1 nos MSNs-
D1+ gerou um fenótipo suscetível após os camundongos serem submetidos a um 
estresse social sub-limiar. Como discutido anteriormente, os MSNs-D1+ participam de 
uma via neural anti-suscetibilidade, ou seja, podíamos esperar que bloquear os efeitos 
neuroplásticos da sinalização BDNF-TrkB nesta via deixaria os camundongos mais 
suscetíveis a desenvolver comportamentos do tipo depressivo após um protocolo 
mais brando de estresse.  
Importante discutir que quando infundimos BDNF no NAc dos camundongos, 
estamos ativando os receptores TrkB presentes em MSNs-D1+ e MSNs-D2+, ou seja, 
estamos induzindo um efeito pró-plasticidade e pró-ativação neuronal tanto na via 
anti-suscetibilidade (via dos MSNs-D1+) quanto na via pró-suscetibilidade (via dos 
MSNs-D2+). Entretanto, o efeito final da infusão do BDNF no NAc é um efeito pró-
suscetibilidade, isto é, de ativação dos MSNs-D2+, efeito observado no presente 
trabalho e também por Krishnan et al. (2007). Este resultado pode ser explicado pelo 
fato de os MSNs-D2+ possuírem maior expressão de TrkB do que os MSNs-D1+ (Lobo 
et al., 2010), dessa forma, os MSNs-D2+ seriam mais sensíveis e responsivos à 
infusão de BDNF no NAc. 
Além disso, já foi observado por fotometria de fibra diferenças pré-existentes 
na atividade basal de MSNs-D1+ associadas ao fenótipo resiliente. Ou seja, antes de 
serem submetidos ao protocolo de estresse por subjugação social repetida, 
camundongos que viriam a se tornar resilientes possuíam maior amplitude no influxo 
transiente de cálcio em MSNs-D1+ do que camundongos que viriam a se tornar 
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suscetíveis (Muir et al., 2018). Outro resultado que corrobora os dados apresentados 
no presente estudo é o resultado também descrito por Francis et al. (2015), onde 
constataram que os MSNs-D1+ de animais com fenótipo suscetível precisam de uma 



















A partir dos nossos resultados podemos concluir que os MSNs-D2+ são os 
mediadores da suscetibilidade ao desenvolvimento do comportamento do tipo 
depressivo induzido por estresse social induzida através da via de sinalização 
molecular BDNF-TrkB no NAc. Além disso, o BDNF atuando no TrkB dos MSNs-
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4. Considerações finais: 
Relatamos no primeiro capítulo desta tese que o comportamento do tipo 
depressivo de esquiva social e a hiperalgesia persistente induzidos pelo estresse por 
subjugação social repetida são duradouros. Além disso, demonstramos que o 
exercício físico voluntário exerceu significativo efeito antidepressivo, similar ao 
tratamento crônico com antidepressivo fluoxetina. Adicionalmente, o exercício físico, 
ao contrário do tratamento com fluoxetina, reverteu a hiperalgesia persistente induzida 
por SDS em ambos grupos de camundongos suscetíveis e resilientes. Já no segundo 
capítulo desta tese demonstramos que a dor crônica induzida pelo estresse social é 
mediada por fibras nociceptivas Nav 1.8+, as quais estão intimamente associadas com 
estruturas encefálicas pertencentes ao sistema límbico. Por fim, no terceiro capítulo 
desta tese demonstramos que o BDNF atua nos neurônios espinhosos médios que 
expressam o receptor de dopamina do tipo 2 (MSNs-D2+) para induzir suscetibilidade 
ao desenvolvimento do comportamento do tipo depressivo induzido por estresse 
social. 
Extrapolando nossos resultados, é plausível vislumbrar a hipótese de que o 
estresse social crônico induz, nos camundongos suscetíveis, plasticidade neural que 
pode determinar a expressão de comportamentos mal adaptativos na via neural 
mediada pelos MSNs-D2+. De acordo com isso, é pertinente mencionar que, somente 
em camundongos suscetíveis, o estresse crônico induz aumento da frequência de 
disparos espontâneos dos neurônios dopaminérgicos da VTA, produzindo grande 
liberação de BDNF por estes neurônios no NAc (Cao et al., 2010; Feder, Nestler e 
Charney, 2009; Krishnan et al., 2007). Os camundongos resilientes, por outro lado, 
apresentam hiperpolarização da via VTA-NAc e, consequentemente, os neurônios 
dopaminérgicos da VTA possuem um perfil de disparo tônico, liberando menores 
quantidades de BDNF no NAc (Cao et al., 2010; Feder, Nestler e Charney, 2009; 
Krishnan et al., 2007). Assim sendo, a plasticidade decorrente do estresse crônico que 
é induzida nas sinapses que incidem nos MSNs-D2+ dos camundongos suscetíveis 
pode estar sendo mediada pelo BDNF liberado no NAc pelos terminais dos neurônios 
dopaminérgicas da VTA, uma vez que os MSNs-D2+ possuem maior quantidade do 
receptor TrkB em comparação com os MSNs-D1+ e, portanto, são mais sensíveis aos 
efeitos desta neurotrofina (Lobo et al., 2010). Além disso, como discutido no capítulo 
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3 desta tese, já está bem estabelecido que o BDNF liberado no NAc de camundongos 
suscetíveis é oriundo da VTA (Berton et al, 2006). A partir disso, é plausível considerar 
a hipótese de que terapias antidepressivas diversas produzam seus efeitos 
influenciando o padrão de disparos dos neurônios dopaminérgicos da VTA.  
Dessa forma, acreditamos que o exercício físico voluntário e o tratamento 
crônico com fluoxetina podem diminuir a liberação de BDNF pela VTA, possivelmente 
por impedir o aumento da frequência de disparos espontâneos dos neurônios 
dopaminérgicos desta região. De fato, este efeito eletrofisiológico já foi observado 
após o tratamento crônico com fluoxetina em camundongos (Cao et al., 2010). Mesmo 
que efeito similar não tenha sido demostrado em estudos empregando exercício físico,  
podemos especular que o exercício físico voluntário pode promover alterações 
neuroplásticas gerando um ambiente neurofisiológico resistente aos efeitos do 
estresse crônico, impedindo os disparos fásicos da VTA e, consequentemente, 
favorecendo a propagação de potenciais bioelétricos pela via dos MSNs-D1+. Neste 
contexto, Dremencov et al. (2017) demonstraram que exercício físico voluntário em 
roda de atividade não altera a frequência de disparos dos neurônios dopaminérgicos 
da VTA, que permanecem com disparos tônicos. Demonstraram, entretanto, que há 
aumento da atividade dos neurônios serotoninérgicos nos animais corredores 
(Dremencov et al.,2017). Embora muito relevante, este estudo de Dremencov et al., 
(2017) não utilizou o exercício físico como abordagem antidepressiva, embora seus 
resultados possam ser extrapolados para justificar o efeito antidepressivo do 
exercício.  Assim sendo, a partir deste estudo podemos dizer que, nos camundongos 
suscetíveis ao estresse social, o exercício físico voluntário pode reduzir a frequência 
de disparos dos neurônios VTA através de uma modulação serotoninérgica. Tal 
modulação serotoninérgica da atividade do sistema dopaminérgico já é, inclusive, bem 
conhecida e descrita na literatura (Deurwaerdère, De e Giovanni, Di, 2017). 
No que se refere à dor crônica induzida pelo estresse social, parece pouco 
provável que seja mediada por maior liberação de BDNF no NAc ou por variações das 
frequências de disparos dos neurônios dopaminérgicos da VTA. Ou, pelo menos, não 
exclusivamente por tais fenômenos, pois, como demonstrado no primeiro capítulo 
desta tese, tanto camundongos suscetíveis quanto resilientes ao estresse social 
apresentaram hiperalgesia persistente e, por outro lado, somente indivíduos 
suscetíveis apresentam maior frequência de disparos dos neurônios dopaminérgicos 
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da VTA e maiores níveis de BDNF no NAc (Cao et al., 2010; Feder, Nestler e Charney, 
2009; Krishnan et al., 2007). Dessa forma, a hiperalgesia persistente deve estar sendo 
mediada por adicionais mecanismos associados ao estresse social crônico. Isto 
reforça a ideia de que tanto a dor crônica quanto a depressão seriam patologias 
distintas, mas tendo o estresse crônico como um catalizador, uma etiologia em 
comum, justificando a alta comorbidade entre estas duas condições. 
Uma vez que a já citada plasticidade neural nos MSNs-D2+, que determina a 
expressão de comportamentos mal adaptativos, não suporta o desenvolvimento da 
dor crônica induzida pelo estresse social, outras alterações neuroplásticas devem 
estar mediando este fenômeno.  Como discutido no segundo capítulo desta tese, o 
estresse crônico também desencadeia alterações neuroplásticas em estruturas 
encefálicas associadas com o processamento das emoções (sistema límbico), como 
o hipocampo, ínsula e NAc (Almeida, Roizenblatt e Tufik, 2004; Calvino e Grilo, 2006; 
Campbell, 2006; Hsieh et al., 2015; McDougall, Guo e Andresen, 2017; Olausson et 
al., 2002; Wessberg et al., 2002). Além disso, o estresse crônico também desencadeia 
sensibilização das fibras nociceptivas do tipo C, principalmente por gerar um ambiente 
fisiológico pró-inflamatório através da hiperativação do eixo HPA (Cohen et al., 2012; 
Fagundes et al., 2012; Tian et al., 2014; You et al., 2011). Assim sendo, as alterações 
neuroplásticas do sistema límbico podem desencadear transtornos depressivos 
maiores e, juntamente com a sensibilização das fibras C, podem gerar também maior 
sensibilidade a estímulos nociceptivos associados à dor crônica difusa (fibromialgia), 
já que as estruturas do sistema límbico são um importante alvo de projeção neural a 
partir destas fibras (Verri et al., 2006; Cunha et al., 2008; Dina, Levine e Green, 2011; 
Jennings et al., 2014). Assim, pode-se considerar que a neuroplasticidade nas 
estruturas pertencentes ao sistema límbico pode estar mediando a expressão de 
comportamentos mal adaptativos associados tanto à dor crônica quanto à depressão 
induzidos pelo estresse.  
Podemos conjecturar então que, além de influenciar a fisiologia do sistema 
dopaminérgico mesolímbico, impedindo disparos fásicos dos neurônios da VTA, e, 
consequentemente, prevenindo e revertendo o comportamento depressivo, o 
exercício físico pode também induzir mudanças neuroplásticas nas fibras nociceptivas 
Nav 1.8+, bem como em estruturas encefálicas associadas ao sistema límbico, 
prevenindo e revertendo a dor crônica. Alterações neuroplásticas induzidas pelo 
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exercício físico em estruturas encefálicas pertencentes ao sistema límbico, como no 
hipocampo, por exemplo, já foram exaustivamente discutidas no primeiro capítulo 
desta tese. No que se refere aos possíveis efeitos do exercício físico sobre as fibras 
nociceptivas Nav 1.8+, ou simplesmente fibras C, pouco foi estudado. Detloff et al. 
(2014), por exemplo, demonstraram que o exercício físico é capaz de prevenir o 
desenvolvimento da dor neuropática após lesão da medula espinhal e, além disso, 
previne também o brotamento de fibras nociceptivas do tipo C (Nav 1.8+), que 
parecem ser mediadoras da hiperalgesia induzida pela lesão.  
Enfim, é interessante ressaltar que há dois milhões de anos os ancestrais 
humanos adotaram um estilo de vida de caçadores-coletores caracterizado por altos 
níveis de atividade física (Raichlen e Polk, 2013). Este comportamento parece ter sido 
selecionado evolutivamente e, ao mesmo tempo, ter forjado o genoma, a anatomia e 
a fisiologia do organismo humano (Cordain, Gotshall e Eaton, 1997). Além disso, uma 
vez que o exercício tem efeitos sistêmicos e múltiplos no organismo humano, 
induzindo adaptações biológicas em vários sistemas tais como nervoso, 
musculoesquelético, cardiovascular, respiratório e imune (Moghetti et al., 2016; Che 
& Li, 2017; Pedersen, 2017), parece óbvio considerar que movimento corporal regular 
é característico e inerente à natureza humana. Assim, diante dos resultados 
apresentados nesta tese, não deveríamos considerar o exercício físico como uma 
intervenção clínica, seja terapêutica ou preventiva, mas sim como um comportamento 
que conduz o organismo humano ao melhor de sua fisiologia, dotando-o de resiliência 
diante de estressores que poderiam gerar adaptações biológicas aberrantes que, por 
sua vez, induziriam a expressão de comportamentos mal adaptativos, tais como 
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